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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
2d                              dvodimenzionalno 
A260,  A280                          absorbanca pri 260 oziroma 280 nm 
ak                               aminokislina 
bp                               bazni par 
cAMP                         ciklični adenozinmonofosfat 
Cas                             s ponovitvami CRISPR povezani geni ali proteini  
                                   (ang. CRISPR associated systems) 
cNat                            antibiotik nurseotricin 
CRISPR                      gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev  
                                    (ang. clustered regularly interspaced short palindromic repeats) 
crRNA                         CRISPR RNA 
dH2O                           deionizirana voda 
DMSO                         dimetilsulfoksid 
DNA                            deoksiribonukleinska kislina 
dNTP                           deoksinukleozid trifosfat 
DSB                             dvoverižni prelom DNA (ang. DNA double-strand break) 
dsDNA                         dvoverižna DNA (ang. double-stranded DNA) 
EU                                Evropska unija 
EDTA                          etilendiamin tetraocetna kislina 
G418                            antibiotik geneticin 
gRNA                           vodeča RNA (ang. guide RNA) 
HDR                             popravljanje s homologno rekombinacijo (ang. homology directed 
                                     repair) 
HR                                homologna rekombinacija 
IJS                                Institut »Jožef Stefan« 
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Mkt1AWRI                      protein, ki ga kodira alel MKT1AWRI 
Mkt1BY                         protein, ki ga kodira alel MKT1BY 
MQ                               ultra čista voda Milli-Q 
NHEJ                           združevanje nehomolognih koncev (ang. non-homologous end                          
                                     joining) 
nt                                  nukleotid 
OD600                                        optična gostota pri valovni dolžini svetlobe 600 nm 
PAM                             protovmesniku bližnji motiv (ang. protospacer adjacent motif) 
Pbp1p                            protein, ki ga kodira gen PBP1 
PCR                              verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
PEG                              polietilen glikol 
RNA                             ribonukleinska kislina 
SGD                              baza podatkov o genomu kvasovke Saccharomyces cerevisiae  
                                     (ang. Saccharomyces cerevisiae Genome Database) 
SNP                               polimorfizem posameznih nukleotidov (ang. single-nucleotide 
                                      polymorphism) 
SNV                             varianta posameznega nukleotida (ang. single-nucleotide variant) 
SpCas9                         Cas9, pridobljen iz bakterije Streptococcus pyogenes 
SSB                               enoverižni prelom DNA (ang. DNA single-strand break) 
ssDNA                           enoverižna DNA (ang. single-stranded DNA) 
TAE                              Tris-acetat-EDTA 
TALEN                         transkripcijska aktivatorju podobna efektorska nukleaza (ang.                           
                                       transcripion activator-like effector nuclease) 
tracrRNA                       trans-aktivirajoča CRISPR RNA (ang. trans-activating CRISPR  
                                         RNA) 
VB                                  Velika Britanija                                       
wt                                    divji (naravni) tip (ang. wild type) 
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YPD                                bogato kvasno gojišče s peptonom, kvasnim ekstraktom in        
                                        glukozo (ang. yeast-peptone-dextrose) 
ZFN                                nukleaza cinkovi prsti (ang. zinc finger nuclease)  
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Kvasovka Saccharomyces cerevisiae je modelni organizem za preučevanje evkariontskih 
celičnih procesov. Poznavanje njenih genov je ključno za razumevanje teh procesov. Gen, 
ki smo se ga odločili podrobneje preučiti, je MKT1. Protein Mkt1 je podoben nukleazam. 
Njegove funkcije in način delovanja še niso povsem pojasnjene. Vpliva na procesiranje več 
različnih molekul RNA, s čimer med drugim prispeva k odpornosti proti temperaturnemu in 
etanolnemu stresu (Sinha in sod., 2006, Gagneur in sod., 2013). Povezan je tudi s signalno 
potjo TOR (Gagneur in sod, 2013). MKT1 ni esencialen gen, poznamo pa več različnih alelov 
tega gena (SGD, 10. 6. 2018).  
 
Ena izmed pomembnih signalnih poti, ki jih najdemo pri vseh evkariontih, je signalna pot 
TOR. Vloga kompleksa TOR in celotne signalne poti je uravnavanje celične rasti, 
proliferacije celic in odzivanja na nekatere dejavnike v okolju. Zgradba in funkcija 
kompleksa je precej ohranjena med zelo oddaljenimi skupinami evkariontov. Eden od 
načinov preučevanja te signalne poti je njena modulacija z rapamicinom in kofeinom 
(Loewith in Hall, 2011).   
 
Delali smo s segregantami, ki so rezultat križanja vinskega seva S. cerevisiae AWRI1631 in 
laboratorijskega seva Y7092, ki je izogen sevu S288C. Sev AWRI1631 vsebuje alel 
MKT1AWRI, sev Y7092 pa MKT1BY. Za zamenjavo alelov smo uporabili sistem CRISPR-
Cas9. Gagneur in sod. (2013) so ugotovili, da kvasovke z alelom MKT1, ki se od MKT1AWRI 
razlikuje v enem nukleotidu, od alela MKT1BY pa v dveh, v večini pogojev, z izjemo 
izpostavljenosti rapamicinu, rastejo hitreje ali enako hitro kot tiste z alelom MKT1BY. V naši 
raziskovalni skupini pa so pokazali, da nekateri sevi z alelom MKT1AWRI rastejo počasneje 
na gojiščih s kofeinom in rapamicinom (Mojca Ogrizović, neobjavljeni podatki). V 
magistrski nalogi smo se odločili podrobneje preučiti vpliv različnih alelov MKT1 na 
gojiščih z rapamicinom in kofeinom, s čimer smo želeli ugotoviti, če je gen MKT1 vpleten 
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1.1 NAMEN DELA 
 
Z nalogo smo želeli preučiti razlike med aleloma MKT1AWRI in MKT1BY. Zanimalo nas je, če 
alel MKT1BY kodira funkcionalen protein. Zanimalo nas je tudi, če je gen MKT1 vpleten v 
signalno pot TOR. Za to področje smo se odločili, ker še ni dobro raziskano, obenem pa ima 
velik potencial, saj nam lahko naši rezultati koristijo pri razumevanju rasti kvasovk v 




• Alel MKT1BY  kodira nefunkcionalen protein. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 KVASOVKA SACCHAROMYCES CEREVISIAE 
 
Kvasovko S. cerevisiae že tisoče let uporabljamo pri proizvodnji pekovskih izdelkov in 
alkoholnih pijač. V zadnjem stoletju se je uveljavila tudi kot modelni evkariontski organizem 
za raziskovanje različnih celičnih procesov (Mortimer, 2000). Z drugimi evkarionti jo 
povezuje velik delež ortolognih genov in podobno uravnavanje nekaterih signalnih poti. To 
združuje s praktičnimi lastnostmi za delo v laboratoriju, ki jih sicer najdemo pri prokariontih: 
hitra rast, sposobnost rasti v tekočih ali na trdnih cenovno ugodnih gojiščih, nepatogenost, 
enostavna izolacija mutant in preprosto urejanje genoma (Sherman, 2002). Na spletu je 
prosto dostopnih več podatkovnih zbirk o kvasovkah, najpomembnejša je »Saccharomyces 
genome database« (SGD) (Cherry, 2012). 
 
Kvasovki S. cerevisiae pripada prvi popolnoma določen evkariontski genom. V haploidni 
obliki ga sestavlja 16 kromosomov iz skupno več kot 12.000 kbp (Goffeau, 1996). Na njih 
je 6.604 odprtih bralnih okvirjev (ORF), od katerih ima 5.159 potrjeno funkcijo (SGD, 10. 
6. 2018). Genom je zelo kompakten, saj je povprečna dolžina gena 1,45 kbp in vsi skupaj 
zasedajo 72 % genoma. Le 4 % genov vsebujejo introne (Sherman, 2002).  
 
2.1.1 Sevi Y7092, BY4741 in AWRI1631 
 
Kvasovke ljudje uporabljamo že tisoče let in v tem času smo razvili mnogo različnih sevov. 
Nekateri so namenjeni predvsem uporabi v industriji, drugi pa predvsem raziskovalnemu 
delu. Industrijski sevi so bili razviti tako, da lahko fermentirajo v stresnih pogojih, kot so 
nizek pH, visoka koncentracija etanola, pomanjkanje nutrientov in nihanje temperatur. Pri 
laboratorijskih sevih pa je glavno vodilo hitra in konsistenta rast v s hranili bogatem gojišču 
(Borneman, 2008). 
 
Laboratorijski sev S288C izvira iz heterotaličnega seva EM93, ki je bil izoliran iz gnijočih 
fig. Haploidna linija S288C je bila uporabljena za prvo sekvenciranje genoma S. cerevisiae 
leta 1996 (Mortimer, 2000). Seva Y7092 in BY4741 izvirata iz seva S288C in se od njega 
razlikujeta v nekaj genih, ki so bili tarčno inaktivirani za lažje delo z nekaterimi plazmidnimi 
vektorji. Sev Y7092 ima tarčno inaktiviranih 6 genov, sev BY4741 pa 4 izmed teh 6 
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(Brachmann, 1998). Starševski sev naših segregant je sicer Y7092, vendar smo v magistrski 
nalogi uporabljali sev BY4741, ki mu je izogen. 
 
Sev AWRI1631 je bil razvit iz komercialnega vinskega seva N96. Obdržal je lastnosti 
starševskega seva, ki ga naredijo uporabnega v vinarstvu. Je robusten sev, s katerim lahko 
izdelamo povsem primerljivo vino kot z N96. Od njega se razlikuje po stabilnem haploidnem 
genomu, primernem za genetsko manipuliranje. Zato se je uveljavil kot modelni organizem 
za preučevanje industrijskih kvasovk (Borneman, 2008). 
 
Leta 2008 so določili zaporedje celotnega genoma seva AWRI1631 in ga primerjali z 
genomom seva S288C. Odkrili so 68.290 razlik, kar predstavlja 0,6 % genoma. Od tega je 
57.463 SNP, ostalo so insercije in delecije. Če pa primerjamo proteoma obeh sevov, 
ugotovimo, da sta si v 99,3 % aminokislinah identična, v 99,6 % pa podobna. Razlika 
identičnosti proteomov nam pove, kolikšen delež aminokislin je zamenjanih z drugo 
aminokislino. Razlika podobnosti proteomov pa nam pove, kolikšen delež aminokislin je 
zamenjanih z aminokislino, ki se bistveno loči po polarnosti oziroma naboju. Polimorfizem 
se v genomu AWRI1631 (v primerjavi z genomom S288C) v povprečju pojavi na vsakih 
162 bp, a so le-ti neenakomerno razporejeni po genomu. Geni, povezani s translacijo, so 
relativno dobro ohranjeni, pri genih, povezanih s celično steno in signalno transdukcijo, pa 
je nadpovprečno veliko odstopanj. Pri sevu AWRI1631 so odkrili tudi 27 genov, ki jih pri 
sevu S288C ni, od tega jih 20 kodira proteine, podobne nekaterim, ki jih najdemo tudi pri 
sevu S288C, 7 pa je unikatnih. Ti geni so povezani z robustnostjo seva AWRI1631 
(Borneman, 2008). 
 
2.1.2 Gen MKT1 
 
Ime gena MKT1 (Maintenance of K2 killer toxin) izvira iz prve raziskave na njem, kjer so 
preučevali njegov vpliv na toksin K2 (Wickner, 1980). Kodirajoče zaporedje gena je dolgo 
2493 bp in se nahaja na štirinajstem kromosomu. Gen ni esencialen (Wickner, 1987). Protein 
Mkt1 je podoben nukleazam, dolg 830 ak, ima molekulsko maso 94,5 kDa in izoelektrično 
točko 5,31 (SGD, 10. 6. 2018).  
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Slika 1: Slika prikazuje položaj gena MKT1 na štirinajstem kromosomu pri sevu S288C (SGD, 10. 6. 2018). 
 
Poznamo več različnih alelov MKT1. Alel, ki ga v nadaljnjem besedilu imenujem alel 
MKT1BY, najdemo pri laboratorijskem sevu S288C in njegovih izpeljankah. Alel MKT1AWRI 
pa najdemo pri več vinarskih sevih (Dimitrov in sod., 2009). Poleg teh dveh alelov se bomo 
v tej nalogi ukvarjali še z delecijo gena, z drugimi aleli pa ne. Zgoraj omenjena alela se 
razlikujeta v treh SNP, ki vsi povzročijo spremembe aminokisline. Med sevoma se SNP v 
povprečju pojavi na 162 bp, znotraj gena MKT1 pa na 831 bp. Torej je regija z genom MKT1 
precej ohranjena in podpovprečno polimorfna, kar ni presenetljivo, saj je v nekodirajočih 
regijah pričakovano število SNP večje (SGD, 10.6.2018). 
 
Preglednica 1: Položaj SNP in zamenjav aminokislin pri MKT1BYin MKT1AWRI (BLAST, 2018). 
Zaporedni SNP 1  2  3  
Zaporedni nukleotid 89  109  1358  
Zaporedna 
aminokislina  30  37  452 
BY A 
Asparaginska 
kislina G Valin A Lizin 
AWRI G Glicin A Izolevcin G Arginin 
 
Prvi SNP je odgovoren za spremenjene lastnosti proteina (Dimitrov in sod., 2009). Nahaja 
se znotraj dobro ohranjene regije, ki je del nukleazne domene proteina. Pomembno je 
dejstvo, da se nepolarna aminokislina glicin zamenja s polarno, negativno nabito 
asparaginsko kislino. Pri drugem SNP se nepolarni izolevcin zamenja z nepolarnim valinom, 
pri tretjem pa polaren, pozitivno nabit arginin s prav tako polarnim in pozitivno nabitim 
lizinom. Zato drugi in tretji SNP na funkcijo proteina ne vplivata bistveno (Dimitrov in sod., 
2009).  
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Funkcija in način delovanja proteina, ki ga kodira gen MKT1 (Mkt1), še ni povsem 
razjasnjena, je pa znanih nekaj fenotipskih razlik med sevi s tema aleloma. Protein Mkt1 ima 
dve nukleazni domeni, XPG-N in XPG-I, ki ga uvrščata v družino nukleaz XPG. Protein 
Mkt1 tvori kompleks s proteinom Pbp1. Ta kompleks uravnava translacijo mRNA 
endonukleaze HO (Tadauchi in sod., 2004). Sinha in sod. (2006) so ugotovili, da alel 
MKT1AWRI prispeva k toleranci visokih temperatur. V raziskavi, kjer so tudi določili njegovo 
lokacijo v genomu, so ugotovili, da alel MKT1AWRI pri višjih temperaturah vpliva na 
procesiranje dvoverižne RNA M2, alel MKT1BY pa ne. Iz tega so sklepali, da je alel MKT1BY 
mutiran in je izgubil vso funkcionalnost (Wickner, 1987). Gagneur in sod. (2013) so 
ugotovili, da alel MKT1AWRI na gojiščih z etanolom izboljša, na gojiščih z rapamicinom pa 
poslabša rast kvasovk. 
 
Gen MKT1 vpliva tudi na nastanek in rast pritlikavih (ang. petite) kolonij. To so mutante 
kvasovke S. cerevisiae, pri katerih mitohondriji niso povsem funkcionalni. Od velikih (ang. 
grande) kolonij, ki imajo povsem funkcionalne mitohondrije, se razlikujejo po tem, da 
rastejo le na gojiščih, bogatih z glukozo in tam tvorijo majhne kolonije. Alel MKT1AWRI, 
vstavljen v genetsko ozadje seva BY4741, povzroči večji delež pritlikavih (petite) kolonij in 
hitrejšo rast teh pritlikavih kolonij v ozadju BY kot alel MKT1BY. Ravno želja po več večjih 
kolonijah je najverjetnejši razlog za izbor alela MKT1BY pri laboratorijskem sevu S288C 
(Dimitrov in sod., 2009). 
 




Kofein je purinski alkaloid, ki ga proizvaja več rastlin iz vzhodne Azije in južne Amerike. 
Njegovo uradno IUPAC ime je 1,2,7-trimetilpurin-2,6-dion, poznamo ga tudi pod imenom 
1,3,7-trimetilksantin. Poznanih je več načinov njegovega delovanja, ni pa še povsem jasno, 
kako med seboj interagirajo. Glavni načini so inhibicija cikličnih nukleotid fosfodiesteraz, 
antagonistično delovanje na adeninske receptorje in modulacija znotrajceličnega transporta 
kalcija (Pubchem, 10. 6. 2018). 
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Rapamicin, znan tudi kot sirolim, je makrociklični lakton, ki ga proizvaja bakterija 
Streptomyces hygroscopicus. Izvorno je bil uporabljan zaradi svojih antimikrobnih in 
antimikotičnih lastnosti, danes pa se v medicini uporablja zaradi imunosupresivnih lastnosti. 
V kvasovkah tvori kompleks s proteinom Fpr1. Ta kompleks z visoko specifičnostjo veže in 
inhibira proteina Tor1 in Tor2. Kvasovke, ki rastejo na gojišču z rapamicinom, v več 
pogledih spominjajo na kvasovke, ki jim primanjkuje nutrientov (Hardwick, 1999; 
Pubchem, 10. 6. 2018). 
 
 
Slika 3: 2d struktura rapamicina (Pubchem). 
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2.2.3 Kinaze TOR 
 
Proteinske kinaze TOR (ang. target of rapamycin) so bile odkrite leta 1991 med 
preučevanjem mehanizma delovanja rapamicina. Večina evkariontov ima eno dobro 
ohranjeno kinazo TOR in en gen TOR, kvasovka S.cerevisiae pa ima dva gena, TOR1 in 
TOR2, ki kodirata proteina Tor1 in Tor2 (Loewith in Hall, 2011). Proteina sta skoraj enake 
dolžine, Tor1 2.470 ak, Tor2 2.474 ak, in sta v 67 % aminokislin identična. Še posebej dobro 
ohranjena je lipidno kinazna domena na C-terminalnem koncu (Helliwell in sod., 1994). Vse 
kinaze TOR imajo podobno zgradbo iz 4 različnih domen (Loewith in Hall, 2011). Loewith 
in sod. (2002) so dokazali, da tvorijo kinaze TOR dva različna kompleksa, TORC1 in 
TORC2. TORC1 sestavljajo Tor1 ali Tor2 s proteinskimi partnerji Kog1, Lst8 in Tc89, v 
kompleksu TORC2 pa je vedno Tor2 s proteinskimi partnerji Avo1, Avo2, Avo3, Bit61 in 
Lst8.  
 
TORC1 se nahaja na membrani vakuole in v ugodnih pogojih prek več različnih 
mehanizmov koordinira celično rast. Promovira sintezo proteinov, biogenezo ribosomov, 
prehod preko faz celičnega cikla G1 in S, uravnava odzive na stres, privzem dušikovih spojin 
in avtofagijo, vpliva na integriteto celične stene in promovira staranje. Interakcije kompleksa 
z drugimi proteini so različne, če ga sestavlja Tor1 ali Tor2 (Loewith in Hall, 2011). 
 
TORC2 pa se nahaja na ali blizu celične membrane. Deluje le, ko je v direktnem kontaktu z 
aktivnim ribosomom in je tako aktiven le v rastočih celicah. Njegov glavni substrat je 
protein-kinaza Ypk. Skupaj regulirata organizacijo aktinskega citoskeleta, endocitozo in 
biosintezo sfingolipidov (Loewith in Hall, 2011). 
 
2.2.4 Vpliv rapamicina na kvasovko S. cerevisiae 
 
Rapamicin s proteinom Fpr1 tvori kompleks, ki veže in inhibira Tor1 ali Tor2. Ta dva 
proteina lahko veže le, ko sta del kompleksa TORC1, na TORC2 nima nobenega vpliva 
(Loewith in Hall, 2011). TORC1 v ugodnih pogojih spodbuja celično rast, če pa je neaktiven, 
se celica obnaša, kot da ji v gojišču primanjkuje nutrientov. Za te celice je značilno, da se 
ustavijo v fazi G1, upočasni se translacija proteinov, akumulira se glikogen, upočasni se 
prepisovanje rRNAin mRNA ribosomskh proteinov, lahko se inducirata sporulacija in 
avtofagija (Hardwick in sod., 1999).  
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Hardwick in sod. (1999) so ugotovili, da se ob dodatku rapamicina v gojišče za vsaj štirikrat 
poveča izražanje 154 genov, 147 genom pa se izražanje zmanjša za vsaj 75 %. Dokazali so, 
da rapamicin zmanjša prepis genov za ribosomalno RNA in da spremeni biokemijske poti 
za razlikovanje in uporabo različnih virov dušika, poti za aktivacijo glukoze in poti, 
povezane z diavksično rastjo. Niso pa dokazali vpliva rapamicina na splošni nadzor nad 
aminokislinami, nad sporulacijo in nad potmi, povezanimi s pomanjkanjem dušika.  
 
2.2.5 Vpliv kofeina na kvasovko S. cerevisiae 
 
Kofein prav tako deluje na s TOR povezane signalne poti, a na drugačen način. Inhibira le 
Tor1 v kompleksu TORC1, na kompleks TORC1 s Tor2, oziroma na kompleks TORC2 pa 
nima vpliva. Ni še jasno, ali deluje sam, ali se poveže v kompleks s kakšnim proteinom. 
Kofein spremeni sestavo celične stene kvasovk, kar je pri visokih koncentracijah kofeina 
tudi glavni vzrok smrti celic. Statistično značilno spremeni izražanje 505 genov. Največji 
delež med njimi zavzemajo geni, povezani s transportom snovi, sledijo geni, povezani z 
metabolizmom RNA, z biogenezo organelov, z odzivi na stres, z metabolizmom ogljikovih 
hidratov in nato geni, povezani s sestavo celične stene (Kuranda in sod., 2006).  
 
2.2.6 Podobnosti in razlike vplivov kofeina in rapamicina na kvasovko S. cerevisiae 
 
Kofein in rapamicin oba inhibirata TORC1, zato imata mnogo podobnih vplivov na celični 
metabolizem. Ob primerjavi rezultatov raziskav, ki so jih opravili Kuranda in sod. (2006) ter 
Hardwick in sod. (1999) ugotovimo, da je sprememba izražanja genov ob dodatku 
rapamicina in kofeina pri 25 % genov enaka. To so različni geni, med njimi ribosomski geni 
in geni, ki so vpleteni v cikel citronske kisline. Wanke in sod. (2008) so ugotovili, da nizke 
koncentracije kofeina in rapamicina podaljšajo življenjsko dobo kvasovk.  
 
So pa med vplivoma obeh snovi na celice kvasovk tudi pomembne razlike. Sprememba 
izražanja je ob dodatku rapamicina in kofeina pri 25 % genov enaka, pri 75 % pa se razlikuje. 
Nekaterim od teh genov obe snovi spremenita izražanje, ampak na drugačen način, na 
nekatere pa deluje samo ena izmed snovi. Rapamicin povzroči zaustavitev podvojevanja 
celic v fazi G1, kofein pa ne. Kofein spremeni izražanje več genov, povezanih s transportom, 
na katere rapamicin ne vpliva. Prav tako kofein vpliva na izražanje genov, povezanih s 
signalno potjo Ras/cAMP. Ni še jasno, ali je to posledica delovanja kofeina na TORC1, ali 
pa je posledica kakšnega drugega mehanizma (Kuranda in sod., 2006). 
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2.3 SISTEM CRISPR-CAS9 
 
CRISPR so gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromskih ponovitev (ang. clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats), ki skupaj z njimi povezanimi proteini Cas 
(ang. CRISPR associated system) tvorijo sistem, ki nam omogoča natančno urejanje genoma. 
V naravi najdemo šest tipov sistemov (CRISPR I-VI), ki so bili odkriti pri več kot 40 % 
bakterijah in več kot 90 % arhejah, katerim so določili celotno zaporedje genoma (Hsu in 
sod., 2014). Pri bakterijah in arhejah so sistemi CRISPR del obrambnega sistema proti tujim 
genetskim elementom. Če fag ali plazmid inficira bakterijo, a je ne ubije, imajo nekatere 
bakterije encime, ki razgradijo tujo DNA in jo vgradijo med palindromske ponovitve. 
Celoten CRISPR se prepiše kot ena RNA, ki se nato procesira v krajše, specifične crRNA. 
Te tvorijo komplekse z encimi Cas. Ti kompleksi potujejo po celici in se skušajo vezati na 
vsako DNA, ki jim prekriža pot. Ob ponovnem vdoru enakega faga ali plazmida se kompleks 
tako veže na njegovo DNA. Če se natančno prilega v kompleksu shranjeni RNA, jo encim 
razreže in s tem uniči fag ali plazmid (Hsu in sod., 2014, Jiang in Doudna, 2017). 
 
Za laboratorijsko uporabo so najprimernejši sistemi tipa II, ker potrebujejo za delovanje 
najmanj proteinov Cas. Sisteme tipa II naprej delimo v IIA, IIB in IIC. Sistemi IIC imajo le 
tri gene (Cas9, Cas1, Cas2), sistemi IIA in IIB pa še gena Csn2 ali Cas4. Sisteme tipa II 
najdemo le pri bakterijah. Poznamo mnogo različnih Cas9 endonukleaz, ki so dolge od 900-
1600 aminokislin, a imajo vse podobno zgradbo. Najpogosteje uporabljana je SpCas9 iz 
bakterije Streptococcus pyogenes, ki ima 1368 aminokislin. Sistem se najpogosteje uporablja 
na dobro raziskanih modelnih organizmih. Do sedaj še niso odkrili vrste, na kateri sistem ne 
bi deloval (Hsu in sod., 2014). Od predhodno razvitih metod za genetsko modifikacijo, ki 
uporabljajo nukleaze cinkovih prstov ZFN (ang. zinc finger nuclease) ali transkripcijske 
aktivatorju podobne efektorske nukleaze TALEN (ang. transcription activator-like effector 
nucleases), se ta sistem razlikuje, ker prepoznava DNA ni odvisna od proteina, ampak od 
kratkega zaporedja RNA. To odpravi potrebo po zahtevnem načrtovanju primernih proteinov 
in naredi cel postopek hitrejši, cenejši in na sploh primernejši za množično uporabo (Jiang 
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2.3.1 Zgradba CRISPR-Cas9 sistema 
 
Tipičen lokus CRISPR sestavljajo gruča s CRISPR povezanih genov in ponavljajoča 
palindromska zaporedja, ki jih prekinjajo kratka variabilna zaporedja – vmesniki. Pred cas 
operonom se nahaja še gen tracrRNA, ki kodira tracrRNA (trans – aktivirajoča CRISPR 
RNA), ki je homologna ponavljajočim se zaporedjem. Posebej se prepiše tracrRNA in 
celotna CRISPR gruča v pre-crRNA. TracrRNA se veže na odseke precrRNA, ki jo nato 
cepi RNaza III, da nastanejo kompleksi crRNA (CRISPR RNA) in tracrRNA. TracrRNA se 
sidra v encim, crRNA pa je iskalna, išče homologna DNA zaporedja. Druge nukleaze cepijo 
crRNA do dolžine 20 nukleotidov. TracrRNA in crRNA se da nadomestiti z eno samo 
sgRNA (ang. single guide RNA), ki enakovredno opravlja funkcije dveh RNA molekul, kar 
sistem še dodatno poenostavi (Jiang in Doudna, 2017). 
 
Endonukleazo SpCas9 sestavljata dva režnja: REC (ang. alpha helical recognition lobe) in 
NUC (ang. nuclease lobe). Povezana sta na dveh mestih, na enem z z argininom bogato 
vijačnico. Reženj REC sestavljajo tri alfa-vijačnice (Hel-I-III), njegova vloga je povezovanje 
s crRNA in tarčno DNA. Reženj NUC sestavljajo domene CTD, HNH in RUV-C. CTD 
domena prepozna ustrezne protovmesniku bližnje motive ali zaporedja PAM (ang. 
protospacer adjacent motif) in interagira z njimi (Jiang in Doudna, 2017). HNH in RUV-C 
domeni sta nukleazni domeni, homologni HNH in RUV-C nukleaznim domenam v drugih 
proteinih. HNH reže na komplementarni verigi, RUV-C pa na nekomplementarni (Jinek in 
sod., 2014). 
 
Slika 4: 3d struktura encima Cas9, z označenimi domenami (Jiang in Doudna, 2017). 
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2.3.2 Iskanje in prepoznava tarče 
 
Ko sta Cas9 in gRNA povezana, začneta iskati primerne tarče. Ustrezna tarča ima 
komplementarno zaporedje vmesniku, to je protovmesnik. Poleg tega pa mora imeti še 
ustrezno zaporedje PAM. To je kratko zaporedje, ki se nahaja na 3' strani protovmesnika in 
je nujno potrebno za aktivacijo nukleaze (Hsu in sod., 2014, Jiang in Doudna, 2017). 
 
Zaporedja PAM se razlikujejo za različne encime. Eden od razlogov za priljubljenost SpCas9 
je njeno kratko zaporedje PAM, NGG. N je lahko adenin, citozin, gvanin ali timin. 
Potencialnih mest za uporabo tega zaporedja je veliko, v človeškem genomu se to zaporedje 
PAM pojavi na vsakih 8 do 12 bp. Z manjšo afiniteto se veže tudi na NAG in NGA (Komor 
in sod., 2017). Kleinstiver in sod. (2015) so odkrili tri nove Cas9, prav tako v Streptococcus 
pyogenes, ki se od SpCas9 razlikujejo le v 3 ali 4 nukleotidih, a delujejo na drugačna 
zaporedja PAM: NGA, NGAG in NGCG. Večina Cas9 pri drugih organizmih ima daljša 
zaporedja PAM, kar pomeni manj potencialnih tarč, a večjo specifičnost (Komor in sod., 
2017). 
 
Ko začne Cas9 preiskovati tarčno DNA, najprej išče ujemajoče zaporedje PAM. S 
potovanjem Cas9 po DNA se ta odvija in tali. Če ni ustreznega zaporedja PAM, Cas9 hitro 
disociira in potuje naprej, ne glede na morebiten prisoten protovmesnik. Ko najde pravo 
zaporedje PAM, se Cas9 ustavi in pride do tvorbe heterodupleksa crRNA s komplementarno 
verigo razprte DNA. Druga veriga DNA se oddalji in tvori zanko R. Če se vmesnik in 
protovmesnik ujemata, se tvorita stabilen heterodupleks in stabilna zanka R, kar omogoči 
nadaljnje delovanje encima. Potujeta distalno od zaporedja PAM, zato je sistem občutljivejši 
na neujemanja v delu vmesnika, ki je bližje zaporedju PAM. Najpomembnejša je regija 
imenovana seme, ki se nahaja 7–12 bp proksimalno ob zaporedju PAM. Če se ta regija 
kakorkoli razlikuje od vmesnika, sledi hitra disociacija Cas9. Neujemanje pri nukleotidih, ki 
so distalno od te regije, nima toliko vpliva. Če se ne ujemajo povsem, pride do disociacije 
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2.3.3 Nastanek dvojnega preloma 
 
SpCas9 je velik večdomenski protein, ki ima več različnih z RNA induciranih 
konformacijskih stanj. Prvič se mu oblika spremeni ob vezavi gRNA. Ko najde ustrezno 
tarčo, se mu spremeni še drugič. Vsako ustrezno zaporedje PAM je za Cas9 tarča, pri kateri 
se nekaj časa ustavi. Večina teh odsekov je tako imenovanih »tarč off«: tarč, pri katerih se 
encim ne aktivira, ampak disociira in odpotuje naprej. Le tarče s crRNA ujemajočim 
protovmesnikom so tako imenovane »tarče on«, kjer se encim aktivira (Sternberg in sod., 
2015). 
 
Ko je Cas9 stabilno vezan in se izkaže, da je prvih 10 bp heterodupleksa komplementarnih, 
pride do konformacijske spremembe nukleazne domene HNH. Ta se ukrivi tako, da se 
približa verigi DNA v dupleksu na delu 3 bp navzgor od zaporedja PAM, kjer lahko kasneje 
tudi zareže. Nukleazni domeni HNH in Ruv3 sta povezani prek dveh alfa-vijačnic. Ko se 
spremeni konformacija HNH, se ta informacija prek teh alfa-vijačnic prenese na Ruv3. 
Takrat Ruv3 zareže v drugo DNA veriga na mesto 3 bp navzgor od zaporedja PAM. Če se 
je v vmesnem času izkazalo, da je tudi distalen del protovmesnika komplementaren, potem 
HNH zareže hkrati z Ruv3 in dobimo dvoverižni prelom s topima koncema 3 bp navzgor od 
zaporedja PAM. Včasih pa se zgodi, da je distalen del toliko drugačen, da HNH ne zareže in 
dobimo enoverižni prelom. To je dokaz, da je že sprememba konformacije HNH dovolj za 
aktivacijo Ruv3. Celoten kompleks ostane še nekaj časa vezan na DNA, nato ga odstranijo 




Enojni in dvojni prelomi DNA se popravljajo z rekombinacijo. Ta lahko temelji na matrični 
verigi in je homologna - HDR (ang. homology directed repair) ali pa se popravi brez 
matrične verige in je nehomologna - NHEJ (ang. non-homologous end joining). NHEJ pri 
popravljanju uvaja delecije ali insercije, ki so nenadzorovane in zato v biotehnologiji 
nezaželene. NHEJ najpogosteje poteka v fazi G1, HDR pa v fazah S in G2.  Uspešnost 
homologne rekombinacije lahko preverimo s PCR. V primeru sistema CRISPR-Cas9 
matrična veriga ni naravno prisotna v celici, temveč jo dodamo. Matrična veriga je s PCR 
namnožen želen vključek, pogosto z izničenim zaporedjem PAM. S PCR jo namnožimo, da 
je prisotna v več kopijah in je tako verjetnost HDR višja. Zaporedje PAM pa izničimo tako, 
da uporabimo začetni oligonukleotid, ki se od zaporedja vključka loči v enem nukleotidu, ki 
je del zaporedja PAM, ki ga s tem izničimo. To storimo zato, ker Cas9 po izvedeni 
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transformaciji ostane v celici, mi pa si ne želimo, da razreže tudi naš konstrukt pred ali po 
vstavitvi v genom (Zaboikin in sod., 2017). 
 
Pri večini vrst prevladuje nehomologno popravljanje prelomov, kvasovka S. cerevisiae pa je 
ena od izjem, kjer prevladuje HDR (Liang in sod., 1998). Obstaja več načinov, kako povišati 
verjetnost homologne rekombinacije. Pomembno je, kakšno sgRNA in kakšno PCR matrico 
uporabimo. Biti morata kratki in se čim bolj prilegati tarčam, kar bistveno izboljša delež 
HDR. Pomembna je tudi količina matrične DNA in razmerje med matrično DNA in 
plazmidom z gRNA, ki ga hkrati vstavljamo v celico. To naj bi bilo vsaj 1:15. Več kot je 
matrične DNA, bolj je verjetno, da pride do HDR. Lahko se tudi doda molekule, ki inhibirajo 
delovanje encimov, vpletenih v NHEJ. Obraten pristop je dodajanje proteina Rad51, ki je 
vpleten v HDR (Komor in sod., 2017). Lin in sod. (2014) so ugotovili, da z blokiranjem 
vstopa v fazo M zaustavijo celice v fazi G2, kar poviša delež HDR. 
 
2.3.5 Uporaba CRISPR-Cas9 pri kvasovki S. cerevisiae 
 
DiCarlo in sod. (2013) so prvi uporabili sistem CRISPR-Cas9 v kvasovki S. cerevisiae. Z 
metodo sestavljanja fragmentov dvoverižne DNA po Gibsonu so sestavili dva plazmida, 
potrebna za poizkus. V plazmid p414 so vstavili gen Cas9, ki je bil na C koncu označen z 
jedrnim lokalizacijskim signalom SV40 in se je konstitutivno izražal pod promotorjem 
TEF1pr. Plazmidu p426-Gal1 pa so odstranili promotor GAL1 in vanj vstavili zapis za 
gRNA in selekcijski označevalec kanMX. Plazmida so v kvasovke vstavili s standardnim 
protokolom za kvasno transformacijo z litijevim acetatom. Uporabili so 200 ng plazmida in 
5 µg matrične DNA na reakcijo. Matrična DNA je imela oba konca homologna genomski 
DNA in mutirano zaporedje PAM. Celice, transformirane le s plazmidom p414, so bile 100-
odstotno viabilne, celice z obema plazmidoma pa le 80-odstotno. Uspešnost homologne 








Kogovšek P. Vpliv alelov gena MKT1 na odpornost kvasovke Saccharomyces cerevisiae proti kofeinu in rapamicinu. 










• Agar    (Sigma, Mehika) 
• Agaroza    (Electran, Belgija) 
• Deoksiribonukleozid-5`-trifosfati (dNTP)    (Thermo scientific, Litva) 
• Destilirana voda    (IJS) 
• Dimetilsulfoksid (DMSO)    (Sigma, Francija) 
• Enoverižna DNA iz lososovih spermijev    (Sigma, ZDA)  
• Etanol    (Carlo Erba reagents, Italija) 
• Geneticin (G418)    (Invitrogen, ZDA) 
• Glicerol    (VWR, Belgija)  
• Glukoza    (Sigma, Francija) 
• Kofein    (Fluka analytical, Nemčija) 
• Kvasni ekstrakt    (Sigma, Francija) 
• Litijev acetat    (Sigma, ZDA) 
• Magnezijev diklorid (MgCl2)    (Biolabs, VB) 
• MilliQ voda    (IJS) 
• Nurseotricin (cNat)    (Jena science, Nemčija) 
• Natrijev dodecilsulfat (SDS)    (Fisher scientific, ZDA) 
• Pepton    (Sigma, Mehika) 
• Polietilen glikol 3350 (PEG-3350)    (Serva, Nemčija) 
• Rapamicin    (Cayman chemical company, ZDA) 
• SYBR Safe    (Invitrogen, ZDA) 




• 6 × nanašalni pufer za agarozno gelsko elektroforezo: 0,09 % (m/V) bromfenol 
modro, 0,09 % (m/V) ksilencianol FF, 60 % (m/V) glicerol, 60 mM EDTA     
(Thermo scientific, ZDA) 
• Pufer TAE (pH 8): 40 mM Tris/acetat, 1 mM EDTA    (IJS) 
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• Komplet pufrov za izolacijo plazmida Miniprep    (QIAGEN, ZDA) 
• Komplet pufrov za čiščenje pomnožkov PCR    (QIAGEN, ZDA) 
• Taq-pufer    (Thermo scientific, ZDA) 




V nalogi uporabljena gojišča so povzeta v preglednici 2. 
 
Preglednica 2: Sestava gojišč, ki smo jih uporabljali. 
Gojišča Sestava 
Tekoče gojišče YPD  10 g/L kvasni ekstrakt, 20 g/L pepton, 20 g/L glukoza, dH2O 
Tekoče gojišče YPD + 
nurseotricin (cNat)  
10 g/L kvasni ekstrakt, 20 g/L pepton, 20 g/L glukoza, 0,1 g/L 
cNat, dH2O 
Trdno gojišče YPD  
10 g/L kvasni ekstrakt, 20 g/L pepton, 20 g/L glukoza, 20 g/L 
agar, dH2O 
Trdno gojišče YPD + 
cNat  
10 g/L kvasni ekstrakt, 20 g/L pepton, 20 g/L glukoza, 20 g/L 
agar, 0,1 g/L cNat, dH2O 
Trdno gojišče YPD + 
geneticin (G418)  
10 g/L kvasni ekstrakt, 20 g/L pepton, 20 g/L glukoza, 20 g/L 
agar, 0,5 g/L G418, dH2O 
Trdno gojišče YPD + 
cNat + G418  
10 g/L kvasni ekstrakt, 20 g/L pepton, 20 g/L glukoza, 20 g/L 
agar, 0,5 g/L G418, 0,1 g/L cNat, dH2O 
Trdno gojišče YPD + 
Rapamicin  
10 g/L kvasni ekstrakt, 20 g/L pepton, 20 g/L glukoza, 20 g/L 
agar, 0,8 g/L rapamicin, dH2O 
Trdno gojišče YPD z 
0,3 % kofeina 
10 g/L kvasni ekstrakt, 20 g/L pepton, 20 g/L glukoza, 20 g/L 
agar, 3 g/L kofein, dH2O 
Trdno gojišče YPD z 
0,6 % kofeina 
10 g/L kvasni ekstrakt, 20 g/L pepton, 20 g/L glukoza, 20 g/L 
agar, 6 g/L kofein, dH2O 
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• polimeraza Q5 Hot start (Biolabs, VB) 
• polimeraza Taq (IJS) 
 
3.1.5 Začetni oligonukleotidi 
 
Za genotipizacijo: 
• MTK1a_F: CTGAATAATTGTACCCTGGG    (Sigma)   
• MKT1_by_F: CTGAATAATTGTACCCTGGA    (Sigma) 
• MKT1a/by_R: CGATGCCTCTAATTGGTTGT    (Sigma) 
 
Za izničenje zaporedij PAM: 
• MKT1_c_F: GTCTCGCTTATATCTGGTCT    (Macrogen) 
• CR_MKT1_R: 
GCTATTCACTGTGCTTGTGTTAAATCTTGATGATGGTACTTGAACTTTCT
GAATAATGATAATATACCTCT    (Macrogen) 
• CR_MKT1_2_a_R: 
TGTGTTAAATCTTGATGATGGTACTTGAACCCTCTGAATAATGATAATA
TATTTCTTTACAGTAACTATCTTTCTTT    (Macrogen) 
 
Za pomnoževanje matrične DNA: 
• MKT1_c_F: GTCTCGCTTATATCTGGTCT    (Macrogen) 
• CR_MKT1_short_R: GCTATTCACTGTGCTTGTGT    (Macrogen) 
• CR_MKT1_short_2R: TGTGTTAAATCTTGATGATGGTA    (Macrogen) 
 
Za preverjanje uspešnosti zamenjave alelov: 
• UP_MKT1_c_F:ACAAGACGAAAAATGGTGGA    (Macrogen) 
• DN_MKT1_c_R: TTGCAAGCATTACAAGCAGAA    (Macrogen) 
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3.1.6 DNA velikostni standard 
 
• DNA-lestvica GeneRuler 1kb     (Thermo scientific, ZDA) 
 
3.1.7 Sevi  kvasovk 
 
Seve S. cerevisiae smo dobili od Mojce Ogrizović, ki se je že pred nami ukvarjala z genom 
MKT1. 
 
• 3 sevi BY4741 – z alelom MKT1BY, z delecijo endogenega alela MKT1 in z alelom 
MKT1AWRI 
• 3 sevi AWRI1631– z alelom MKT1AWRI, z delecijo endogenega alela MKT1 in z 
alelom MKT1BY 
• F1 segregante, ki so rezultat križanja sevov AWRI1631 in Y7092 (izpeljanka seva 
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Za vnos Cas9 smo uporabili podoben plazmid kot DiCarlo in sod. (2013), plazmid p414-
tef1-cas9-cycT-NatR, ki je prikazan na sliki 5. 
 
Slika 5: Karta vektorja p414-tef1-cas9-cycT-NatR (Addgene). 
 
Plazmid p414-tef1-cas9-cycT-NatR se v celicah nahaja le v majhnem številu kopij, 
centromerna regija preprečuje hitro spontano izgubo plazmida. Gen NatR se konstitutivno 
izraža in celicam zagotavlja odpornost proti cNat. Cas9 se tudi konstitutivno izraža pod 
promotorjem TEF1pr. in terminatorjem CYC1. Na C koncu ima še jedrni lokalizacijski 
signal SV40, saj je njena aktivnost potrebna v jedru. 
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Vektorja p426 MKT_1_Kan in p426 MKT_2_Kan vsebujeta zapis za vodilno gRNA in 
selekcijski označevalec. Ogrodje zanju je vektor p426 KanMX (slika 6). 
 
Slika 6: Karta vektorja p426-KanMX, ki je bil podlaga za vektorja p426 MKT_1_Kan in p426 MKT_2_Kan 
(Addgene). 
 
Plazmid p426-KanMX se v celici nahaja v več kopijah in nima centromerne regije. Razlika 
med vektorjema je v odseku gRNA. gRNA se z vektorja prepisuje pod promotorjem SNR52 
in terminatorjem CYC1. Obe gRNA se nahajata v regiji terminatorja gena MKT1, da lahko 
v matrični DNA izničimo zaporedje PAM in s tem ne spremenimo kodirajočega zaporedja 
preučevanega gena. To je potrebno zato, da Cas9 preneha z aktivnostjo in ne reže 
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nenadzorovano, kar dosežemo z uporabo protismernega začetnega oligonukleotida, ki 
vsebuje za to primeren polimorfizem. 
gRNA p426 MKT_1_Kan: 5-GGTATATTATCATTATTCAG-3 
gRNA p426 MKT_2_Kan: 5-GAAAGATAGTTACTGTAAAG-3 
 
3.2 LABORATORIJSKA OPREMA 
 
• 0,5-mililitrske centrifugirke    (LLG Labware, VB)  
• 1,5-militrske centrifugirke    (Sarstedt, Nemčija) 
• 15-mililitrske in 50-mililitrske centrifugirke    (TPP, Švica) 
• Avtomatske pipete 0,2-2 µL, 2-20 µL, 20-200 µL, 200-1000 µL    (Gilson, 
Francija) 
• Brizge    (Gilson, Španija) 
• Centrifuga    (Eppendorf, Nemčija) 
• Centrifuga Rotina 380R    (Hettich, Nemčija) 
• Črpalka    (Genevac, VB) 
• Detektor za slikanje gelov    (Uvi-tec, EU) 
• Destilator vode    (Merck, Francija) 
• Destilator vode Direct-Q 5    (Merck, Francija) 
• Elastika 
• Epruvete 
• Erlenmajerice    (Schott Duran, Nemčija) 
• Filtri    (Sartotius, Nemčija) 
• Halja 
• Hladilnik    (Gorenje, Slovenija) 
• Inkubator    (Memmert, Nemčija) 
• Kadička in glavniki za agarozno gelsko elektroforezo    (Thermo scientific, ZDA) 
• Kivete    (LLG Labware, Nemčija) 
• Kontroler za merilne pipete Accu-jet pro    (Brand, Nemčija) 
• Ledomat    (Scotsman, Italija) 
• Lesen valj 
• Magnetna mešala    (Tehtnica, Slovenija) 
• Magneti 
• Merilne pipete 5, 10, 25, 50 mL    (TPP, Švica) 
• Merilni valji 50, 200, 500 mL    (Isolab, Nemčija) 
• Mikroskop    (Opton, Nemčija) 
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• Mikrotiterska plošča s 96 luknjicami    (Brand plates, Nemčija) 
• Mikrovalovna pečica    (Daewoo, Koreja) 
• Napajalnik za agarozno gelsko elekroforezo    (Consort, Belgija) 
• Nastavki za avtomatske pipete10µL    (VWR, ZDA) 
• Nastavki za avtomatske pipete 200 µL, 1000 µL    (Sarstedt, Nemčija) 
• Optični čitalec    (Epson, Indonezija) 
• Osebni računalnik 
• Parni sterilizator    (Tuttnauer, Nemčija) 
• PCR    (Applied biosystems, Singapur) 
• Plinski gorilnik    (Gorenc, Slovenija) 
• Polistirenske petrijevke 25 mL    (Golias, EU) 
• Polistirenske petrijevke 50 mL    (Thermo scientific, ZDA) 
• Rokavice    (Kimtech, Tajska) 
• Spektrofotometer     (Perkin Elmer, VB) 
• Spektrofotometer Nanodrop    (Thermo scientific, ZDA) 
• Steklene kroglice    (Sigma, ZDA) 
• Steklenice    (Wheaton, ZDA) 
• Stresalnik    (New Brunswick scientific, ZDA) 
• Vrtinčnik Vortex    (Biosan, Latvija) 
• Tehtnica    (Tehtnica, Slovenija) 
• Temperaturni blok    (Bioer, Kitajska) 
• Vodna kopel    (Memmert, Nemčija) 
• Zamrzovalnik    (Gorenje, Slovenija) 





3.3.1 Priprave na delo 
 
3.3.1.1 Sterilizacija gojišč, pribora, raztopin in steklovine 
 
Gojišča in pribor smo avtoklavirali 20 min pri približno 121 kPa in 121 °C. Kofein in 
rapamicin smo raztopili v MQ in prefiltrirali preko filtra, ki je imel 0,2 µm velike pore. 
Laboratorijsko steklovino smo sterilizirali 2 uri pri 160 °C. 
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3.3.1.2 Razlivanje trdnih gojišč 
 
Po avtoklaviranju smo gojišča prestavili v vodno kopel, segreto na 55 °C. Ko so bila gojišča 
primerno ohlajena, smo jim po potrebi dodali željeno koncentracijo geneticina, kofeina, 
nurseotricina ali rapamicina (poglavje 3.1.3). Nato smo jih za minuto postavili na magnetno 
mešalo in jih razlili v petrijevke. Gojišča, ki smo jih uporabljali pri transformacijah, smo 
razlivali v 25 mL okrogle petrijevke, tista za fenotipski test pa v      50 mL pravokotne 
petrijevke. Gojišča YPD smo shranjevali pri sobni temperaturi, preostala pa v hladilniku. 
 
3.3.1.3 Izolacija plazmidov 
 
Plazmide smo dobili vstavljene v celice Escherichia coli DH5α. Za izolacijo plazmidov smo 
uporabili komplet QIAprep spin miniprep kit (QIAGEN). V 5 mL gojišča LB smo bakterije 
preko noči inkubirali s stresanjem pri 37 °C. Prekonočne kulture  smo prenesli v 15-
mililitrsko centrifugirko in centrifugirali 10 minut pri 15.000 × g in sobni temperaturi. 
Odstranili smo supernatant, celice resuspendirali v 250 µL pufra P1 in prenesli v 
mikrocentrifugirko. Dodali smo 250 µL pufra P2 in premešali z obračanjem. Počakali smo 
5 minut, da je liza potekla. Nato smo dodali 350 µL pufra N3 in takoj premešali z 
obračanjem. Vzorce smo centrifugirali 10 minut pri 15.000 × g. 750 µL supernatanta smo 
prenesli v kolono QIAprep v zbirni mikrocenrifugirki in centrifugirali 1 minuto pri   15.000 
× g. Tekočino, ki se je zbrala v zbirni mikrocentrifugirki, smo odstranili in nanesli 750 µL 
pufra PE. Nato smo dvakrat centrifugirali 1 minuto pri 15.000 × g in odstranili tekočino, da 
smo odstranili ves pufer PE. Zbirno centrifugirko smo prenesli v sterilno 1,5-mililitrsko 
mikrocentrifugirko. Nanesli smo 50 µL MQ, počakali minuto in nato centrifugirali 1 minuto 
pri 15.000 × g.  
 
3.3.1.4 Merjenje koncentracije in čistoče DNA 
 
Koncentracijo DNA in njeno čistost smo merili s pomočjo naprave Nanodrop 2000c. 
Napravo smo na začetku umerili z 1,5 µL MQ. Na nosilec smo nanašali po 1,5 µL DNA. Če 
je bilo razmerje OD260/OD280 nižje od 1,8, smo vzorec očistili. Z genomsko in plazmidno 
DNA smo delali na enak način. V kolikor je koncentracija genomske DNA odstopala od 
željene koncentracije 25 ng/µL za več kot 5 ng/µL smo vzorec po potrebi redčili ali sušili. 
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3.3.1.5 Dodatno čiščenje plazmidov 
 
Za čiščenje plazmidov smo uporabili komplet QIAquick PCR purification kit (QIAGEN). 
50 µL plazmida smo dodali 250 µL pufra PB in premešali na vrtinčniku. Mešanico smo 
prenesli v QIAquick zbirno centrifugirko v 2-mililitrski mikrocentrifugirki in nadaljevali kot 
je to opisano v poglavju 3.3.1.4. 
 
3.3.2 Izbor primernih sevov 
 
3.3.2.1 Priprava sevov 
 
Iz plošč F1 generacije segregant sevov AWRI1631 in Y7092 smo izbrali 100 sevov. 
Mikrotitrne plošče, v katerih so ti sevi spravljeni, smo vzeli iz zamrzovalne omare  
(–80 °C). Nato smo s sterilnimi zobotrebci zajeli kulturo in jo razmazali po gojišču YPD. Na 
eno ploščo smo nacepili do 8 sevov. Po 3 dneh inkubacije pri 30 °C so kolonije zrasle do 
ustrezne velikosti za nadaljevanje dela. 
 
Ko so nam sevi zrasli na gojišču YPD, smo jih precepili na gojišče YPD + cNat. Starševski 
sev AWRI1631 je vseboval odpornost proti cNat kot selekcijski označevalec, zato je imela 
približno polovica segregant to lastnost. Za nadaljnje delo smo izbrali seve, ki niso bili 
zmožni rasti na ploščah s cNat, saj je bil to tudi selekcijski označevalec za naš plazmid p414. 
 
3.3.2.2 Izolacija genomske DNA 
 
Genomsko DNA smo izolirali iz posameznih kolonij. Z zobotrebcem smo večji del kolonije 
prenesli v mikrocentrifugirko z 100 µL 200 mM litijevega acetata z dodanim  
1 % SDS (ang. sodium dodecil sulfate). Celice smo nato 5 minut inkubirali v termobloku 
predogretem na 70 °C. Dodali smo jim 300 µL 96-odstotnega etanola in 10 sekund mešali 
na vrtinčniku. Ostanke celic smo centrifugirali 3 minute pri 15.000 × g. Odstranili smo 
supernatatant in sediment sprali s 500 µL 70-odstotnega etanola. Ponovno smo centrifugirali 
3 minute pri 15.000 × g in odstranili preostanek etanola. Sediment smo raztopili v 50 µL 
MQ in centrifugirali 15 sekund pri 15.000 × g. 
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3.3.2.3 Merjenje koncentracije in čistoče genomske DNA 
 
Koncentracijo DNA in njeno čistost smo merili s pomočjo naprave Nanodrop 2000c. 
Napravo smo na začetku umerili z 1,5 µL MQ. Na nosilec smo nanašali po 1,5 µL DNA. V 
kolikor je koncentracija odstopala od željene koncentracije 25 ng/µL za več kot 5 ng/µL smo 
vzorec po potrebi redčili ali sušili. Če je bilo razmerje OD260/OD280 nižje od 1,8, smo vzorec 
zavrgli.  
 
3.3.2.4 Določanje alelne variante gena MKT1 
 
Izolirano DNA smo uporabili za matrico pri metodi PCR (verižna reakcija s polimerazo). 
Želeli smo ugotoviti, katerega izmed alelov gena MKT1 imajo segregante. Uporabljali smo 
dve različni kombinaciji začetnih oligonukleotidov, ki ločita alelni varianti gena MKT1 glede 
na to kateri nukleotid je na devetinosemdesetem mestu. Kombinacija MKT1a_F in 
MKT1a/by_R je dala rezultat, če je imela segreganta alel MKT1AWRI, kombinacija 
MKT1_by_F in MKT1a/by_R pa je dala rezultat, če je imela segreganta alel MKT1BY. Kot 
kontrole smo uporabili seva AWRI1631, BY4741, diploiden sev AWRIxBY in vodo. Pred 
pripravo zmesi za PCR smo pult vsakič temeljito prebrisali z varikino. Uporabili smo začetne 
nukleotide MKT1a_F, MKT1_by_F, MKT1a/by_R. V 0,5-mililitrskih centrifugirkah smo 
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Preglednica 3: Zmes reagentov za PCR za genotipizacijo. 
 
Reakcija PCR je potekala po protokolu, ki ga prikazuje preglednica 4.  
 
Preglednica 4: Temperaturni profil reakcije PCR za genotipizacijo. 
Korak Temperatura Čas Število ciklov 
Začetna denaturacija 95 °C 5 min 1 
Denaturacija 95 °C 30 s 30 
Prileganje začetnih nukleotidov 58 °C 30s 30 
Podaljševanje verige 72 °C 30 s 30 
Končno podaljševanje verige 72 °C 2 min 1 





Sestavina Volumen [µL] Začetna koncentracija Končna koncentracija 
Taq-pufer 2 10 × 1 × 
MgCl2 1,6 25 mM 2mM 
zmes dNTP  1,6 vsak 1,25 mM vsak 100 µM 
MQ 13,56   
MKT1a_F ali 
MKT1_by_F 
0,4 10 µM 200 nM 
MKT1a/by_R 0,4 10 µM 200 nM 
matrična DNA 0,4 25 ng/µL 0,5 ng/µL 
polimeraza Taq 0,04   
 ∑20   
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3.3.2.5 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Agarozna gelska elektroforeza je metoda za ločevanje DNA različnih velikosti. Odvisno od 
števila vzorcev smo pripravili različno velike gele. Gele smo pripravljali v dveh velikostih, 
in sicer 7 × 8 cm (volumen 50 mL in 10 ali 20 žepkov) in 12 × 14 cm (volumen 150 mL in 
20 ali 40 žepkov). Pripravljali smo 1-odstotne gele (1 g agaroze na 100 mL 1 × pufra TAE). 
Agarozo smo raztopili s segrevanjem v mikrovalovni pečici: 3 minute na maksimalni moči. 
Raztopino smo nato ohladili pod tekočo vodo na približno 50 °C. V ohlajeno vsebino smo 
dodali barvilo SYBR® Safe DNA Gel Stain, in sicer 5 µL v 50 ml. Nato smo raztopljen gel 
vlili v nosilec za gel in vanj vstavili glavniček. Pri vlivanju smo pazili, da nismo vnesli 
preveč zračnih mehurčkov. Ko se je gel strdil, smo v kadičko natočili pufer TAE in odstranili 
glavničke. V nastale žepke smo nanesli po 10 µL pripravljenih vzorcev z dodatkom 2 µL 6-
kratno koncentriranega nanašalnega pufra. V žepek na začetku smo nanesli 3µl velikostnega 
standarda GeneRuler™. Elektroforezo smo izvajali pri napetosti 115 V. Ko je barvilo 




S segregantami, ki so imele alel MKT1AWRI in niso bile rezistentne na cNat, smo se lotili 
zamenjave alelov s CRISPR-Cas9 sistemom. Izvedli smo serijo kvasnih transformacij. S 
prvo transformacijo smo v kvasovke uvedli plazmid p414 z zapisom za Cas9, ki je 
endonuklaza potrebna za urejanje genoma s tem sistemom. Z drugo transformacijo smo 
dosegli zamenjavo alela MKT1AWRI z matrično DNA, ki je izbrisala gen MKT1 od kodona 
START do kodona STOP. S tretjo transformacijo pa smo vnesli alel MKT1BY. 
 
3.3.3.1 Vstavljanje vektorja p414 
 
Posamezno kolonijo vsakega izmed sevov smo gojili preko noči v 5 mL gojišča YPD na 
stresalniku pri 30 °C in 220 rpm. Zjutraj smo jih razredčili do OD600 = 0,2 v 5 mL svežega 
gojišča YPD in dali nazaj na stresalnik za 4 ure. Celice smo nato prenesli v 15-mililitrsko 
centrifugirko in centrifugirali 5 minut pri 1.750 × g pri sobni temperaturi. Odstranili smo 
supernatant. Celice smo najprej sprali z 2,5 mL MQ in nato z 0,25 mL  
0,1 M Li-acetata in 0,2 mL 0,1 M Li-acetata. Po vsakim spiranjem smo celice sedimentirali 
s centrifugiranjem (1 min, 15.000 × g) in odstranili supernatant. Na koncu smo pelet celic 
shranili na ledu. Vmes smo 2 minuti kuhali enoverižno DNA, predhodno izolirano iz losovih 
spermijev, v termobloku na 100 °C in jo prav tako prenesli na led. Pripravili smo 
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transformacijsko zmes (preglednica 5), jo na vrtinčniku premešali in dodali celicam. 
Koncentracija izoliranega p414 je bila visoka, 600 ng/µL, zato je zadostovalo že 0,5 µL 
plazmida, želeli smo namreč 200-300 ng reakcijo. 
 
Preglednica 5: Zmes reagentov v prvi transformacijski zmesi 
Reagent V [µL] 
50% PEG 3350 240 
1 M Li-acetat 36 
2 mg/ml ss-DNA 50 
vektor p414 in MQ 34 
 ∑360 
 
Celice s transformacijsko mešanico smo premešali na vrtinčniku in inkubirali 30 minut pri 
30 °C, nato pa še 30 minut v termobloku pri 42 °C. Po inkubaciji smo s celicami delali 
pazljivo, kar pomeni, da je vsako centrifugiranje potekalo pri nižjih obratih in da smo celice 
resuspendirali nežno. Najprej smo celicam dodali 700 µL MQ, jih nežno resuspendirali in 
po centrifugiranju (3 minute na 2.400 × g) odstranili supernatant. Pelet celic smo sprali z 1 
mL MQ, in resuspendirali v 1 mL gojišča YPD ter jih inkubirali 2 uri pri 30 °C brez stresanja. 
Po tem smo odstranili gojišče, jih sprali z 1 mL MQ in na koncu resuspendirali v 1ml MQ. 
Nato smo odpipetirali 100 µL celic in s steklenimi kroglicami razmazali na ploščo YPD + 
cNat ter inkubirali 3 dni pri 30 °C.  
 
3.3.3.2 Priprava in pomnoževanje matrice za delecijo 
 
Preden smo matrično DNA za delecijo pomnoževali s PCR, smo morali izničiti zaporedje 
PAM1. To se nahaja v terminatorju, na mestih 98–100 od kodona STOP gena MKT1 in ga 
sestavljajo nukleotidi AGG. Za reakcijo smo uporabili začetna oligonukleotida MKT_c_F 
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1    AGCGTGAGAATGAGTATGATGGAAATAGTGGAACTATTTAAAAAGCACCCAATAAAGAAA  60 
     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
1    AGCGTGAGAATGAGTATGATGGAAATAGTGGAACTATTTAAAAAGCACCCAATAAAGAAA  60 
 
61   GATAGTTACTGTAAAGAGGTATATTATCATTATTCAGAGGGTTCAAGTACCATCATCAAG  120 
     ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  |||||||||||||||||||| 
61   GATAGTTACTGTAAAGAGGTATATTATCATTATTCAGAAAGTTCAAGTACCATCATCAAG  120 
Slika 7: Izvorni terminator seva BY4741 in terminator z izničenim zaporedjem PAM1 (BLAST, 2018). 
 
V zgornji vrstici na sliki 7 je prikazan izvorni terminator seva BY4741, v spodnji pa 
terminator z izničenim zaporedjem PAM1. Gvanina na mestih 99 in 100 od kodona STOP 
gena MKT1 sta zamenjana z adeninoma. 
 
V 0,2-mililitrskih centrifugirkah smo pripravili 50 µL reakcijske zmesi, kot jo prikazuje 
preglednica 6. Kot matrično DNA smo uporabili genomsko DNA seva AWRI1631, ki je že 
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Preglednica 6: Zmes reagentov za PCR za namnožitev transformirajoče DNA za delecijo. 
Sestavina Volumen [µL] Začetna koncentracija Končna koncentracija 
Q5-pufer 10 5 × 1  × 
zmes dNTP  8 vsak 1,25 mM vsak 200 µM 
DMSO 2,5   
MQ 23,5   
MKT_c_F 2,5 10 µM 500 nM 
CR_MKT1_R 2,5 10 µM 500 nM 
matrična DNA 0,5 50 ng/µL 0,5 ng/µL 
polimeraza Q5 0,5 20 U/µL 0,2 U/µL 
 ∑50   
 
PCR je potekala po protokolu, ki ga prikazuje preglednica 7.  
 
Preglednica 7: Temperaturni profil PCR za namnožitev transformirajoče DNA za delecijo. 
Korak Temperatura Čas Število ciklov 
Začetna denaturacija 98 °C 30 s 1 
Denaturacija 98 °C 10 s 35 
Prileganje začetnih nukleotidov 56 °C 30 s 35 
Podaljševanje verige 72 °C 20s 35 
Končno podaljševanje verige 72 °C 2 min 1 
Ohlajanje 4 °C ∞ 1 
 
Za čiščenje pomnožka PCR smo uporabili komplet QIAquick PCR purification kit 
(QIAGEN). 50 µL pomnožka PCR smo dodali 250 µL pufra PB in premešali na vrtinčniku. 
600 µL mešanice smo prenesli v QIAquick zbirno centrifugirko v 2-mililitrski 
mikrocentrifugirki. Centrifugirali smo 1 minuto pri 15.000 × g. Nato smo odstranili 
supernatant in dodali še preostanek mešanice. Potem smo dodali 750 µL elucijskega prufra 
PE.  Nato smo dvakrat centrifugirali 1 minuto pri 15.000 × g in odstranili supernatant, da 
smo odstranili ves elucijski pufer. Zbirno centrifugirko smo prestavili v sterilno 1,5-
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mililitrsko mikrocentrifugirko in dodali 50 mL MQ. Počakali smo 1 minuto, nato 
centrifugirali 1 minuto pri 15.000 × g. 
Ker je začetni oligonukleotid CR_MKT1_R dolg 71 nukleotidov, smo za pomnoževanje s 
PCR raje uporabljali krajši začetni oligonukleotid CR_MKT1_short_R. 
CR_MKT1_short_R  je identičen prvim 20 nukleotidom CR_MKT1_R. V 0,2-mililitrskih 
centrifugirkah smo pripravili 50 µL reakcijske zmesi, kot prikazuje preglednica 6, le 
zamenjali smo CR_MKT1_R z CR_MKT1_short_R. Kot matrično DNA smo uporabili 
pomnožek PCR iz prejšnje reakcije z izničenim PAM1 zaporedjem. Delali smo po enakem 
protokolu PCR, kot pri pripravi matrične DNA (preglednica 7). Pomnožek PCR smo očistili, 
kot je opisano zgoraj v tem poglavju (3.3.3.2) 
 
3.3.3.3 Transformacija z vektorjem p426 MKT_1_Kan in matrično DNA 
 
Posamezno kolonijo seva s Cas9 smo gojili preko noči v 5 mL gojišča YPD + cNat na 
stresalniku pri 30 °C in 220 rpm. Zjutraj smo jih razredčili do OD600= 0,2 v 5 mL svežega 
gojišča YPD + cNat in dali nazaj na stresalnik za 8 ur. Po 8 urah smo ponovno pomerili 
OD600 in iz njega izračunali generacijski čas. Izračunali in pripravili smo primerno redčitev 
v 10 mL svežega gojišča YPD + cNat, da je bil OD600 naslednje dopoldne 0,7. Naslednje 
jutro smo ponovno pomerili OD600 in če je bil med 0,7 in 1 smo izvedli transformacijo, kot 
je opisano v poglavju 3.3.3.1. Zmes reagentov je bila podobna kot v preglednici 5, le da smo 
namesto vektorja p414 in MQ dodali 34 µL mešanice z 200 ng plazmida P426 MKT_1_Kan 
in pomnožkom PCR matrične DNA, ki je izbrisala gen MKT1 od kodona START do kodona 
STOP. Za uspešnost transformacije je pomembno razmerje med količino plazmida in 
pomnožka PCR . Bilo je odvisno od koncentracije pomnožka PCR, ki je nihala od 100 ng/µL 
do 300 ng/µL. Razmerje plazmid: pomnožek PCR je bilo torej od 1:15 do 1:45. 
 
Končna inkubacija celic v 1 mL gojišča je potekala 4 ure, 100 µL celic pa smo razmazali na 
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3.3.3.4 Preverjanje uspešnosti delecije alela 
 
Uspešnost delecije alela MKT1AWRI  smo preverjali s pomočjo PCR. Zmes reagentov je bila 
enaka kot v preglednici 3, le da smo tu uporabili začetna oligonukleotida UP_MKT_c_F in 
DN_MKT_c_R.  
 
Reakcija PCR je potekala po podobnem protokolu, kot je tisti, ki ga prikazuje preglednica 
4. Razlika je le v koraku prileganje začetnih nukleotidov, ki je tu potekal 1 minuto pri  
55 °C. 
 
3.3.3.5 Odstranitev plazmida 
 
Ko smo identificirali transformante z izbrisanim alelom, smo morali odstraniti neželene 
plazmide. Kolonijo smo nacepili v 5 mL gojišča YPD in v 5 mL gojišča YPD + cNat ter 
inkubirali s stresanjem pri 30 °C preko noči. Naslednji dan smo pomerili OD600 in izračunali 
število celic na mL. Naredili smo redčitveno vrsto do 1000 celic/mL. 100 µL iz gojišča YPD 
smo odpipetirali na ploščo YPD, 100 µL iz gojišča YPD + cNat pa na ploščo YPD + cNat 
in razmazali ter jih  3 dni inkubirali pri 30 °C. Po 3 dneh smo kolonije na plošči s pomočjo 
lesenega valja, kosa sterilnega žameta in elastike odtisnili preko žameta. Ploščo YPD smo 
odtisnili na plošči YPD + G418 in YPD + cNat, ploščo YPD + cNat pa le na ploščo YPD + 
G418. Naslednji dan smo izbrali kolonije, ki so bile lepih oblik, se niso dotikale in niso rasle 
na odtisnjeni plošči. Te kolonije s plošče YPD smo z zobotrebcem precepili na plošče YPD, 
YPD + cNat in YPD + G418, tiste s plošče YPD + cNat pa na plošči YPD + cNat in YPD + 
G418. Tiste, ki so rasle le na plošči YPD + cNat, so še vedno vsebovale plazmid s Cas9 in 
smo jih uporabili za naslednjo transformacijo. Tiste, ki pa so rasle le na plošči YPD, so 
izgubile oba plazmida zato smo jih shranili pri –80 °C. 
 
3.3.3.6 Shranjevanje izdelanih sevov pri –80 °C 
 
Ko smo identificirali uspešno transformiran sev in odstranili oba plazmida, smo ga shranili 
v mikrotitrno ploščo pri –80 °C. Sev smo nacepili v 5 mL gojišča YPD in ga preko noči 
stresali pri 30 °C. Naslednji dan smo epruveto s kulturo premešali na vrtinčniku in je     100 
µL odpipetirali v luknjico na mikrotitrni plošči. V isto luknjico smo odpipetirali še  
100 µL 30 % glicerola in nežno resuspendirali. Nato smo mikrotirno ploščo zalepili in 
shranili pri –80 °C. 
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3.3.3.7 Priprava in pomnoževanje matrice za vstavitev alela MKT1BY 
 
Preden smo matrično DNA za vstavitev alela MKT1BY pomnoževali s PCR, smo morali 
zaporedje PAM1 vrniti v prvotno stanje in izničiti zaporedje PAM2. Ta se nahaja v 
terminatorju na mestih 77–79 od kodona STOP gena MKT1 in jo sestavljajo nukleotidi AGG. 
Za reakcijo smo uporabili začetna oligonukleotida MKT_c_F in CR_MKT1_2_a_R. V 
zaporedju CR_MKT1_2_a_R sta z rdečo označena nukleotida, ki izničita zaporedje PAM2 
in z modro nukleotida, ki povrneta zaporedje PAM1 v prvotno stanje. To smo izvedli, da 







1    AGCGTGAGAATGAGTATGATGGAAATAGTGGAACTATTTAAAAAGCACCCAATAAAGAAA  60 
     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
1    AGCGTGAGAATGAGTATGATGGAAATAGTGGAACTATTTAAAAAGCACCCAATAAAGAAA  60 
 
61   GATAGTTACTGTAAAGAGGTATATTATCATTATTCAGAGGGTTCAAGTACCATCATCAAG  120 
     |||||||||||||||||  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
61   GATAGTTACTGTAAAGAAATATATTATCATTATTCAGAGGGTTCAAGTACCATCATCAAG  120 
Slika 8: Izvorni terminator seva BY4741 in terminator z izničenim zaporedjem PAM2 (BLAST, 2018). 
 
V zgornji vrstici na sliki 8 je prikazan izvorni terminator seva BY4741, v spodnji pa 
terrminator z izničenim zaporedjem PAM2. Gvanina na mestih 78 in 79 od kodona STOP 
gena MKT1 sta zamenjana z adeninoma. 
 
Reakcijska zmes za PCR je bila podobna kot v preglednici 6, le da smo tu uporabili začetna 
oligonukleotida MKT_c_F in CR_MKT1_2_a_R in da smo za matrično DNA uporabili 
genomsko DNA seva BY4741, izolirano po protokolu opisanem v poglavju 3.3.2.1. 
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PCR je potekala po podobnem protokolu, kot ga prikazuje preglednica 7. Razlika je le v 
koraku podaljševanje verige, ki je tu trajal minuto in petinštirideset sekund. 
 
Pomnožek PCR smo očistili po enakem protokolu kot pri deleciji. Ker je začetni 
oligonukleotid CR_MKT1_2_a_R dolg 77 nukleotidov, smo za pomnoževanje s PCR raje 
uporabljali krajši začetni oligonukleotid CR_MKT1_short_2R. CR_MKT1_short_2R  je 
identičen prvim 23 nukleotidom CR_MKT1_2_a_R. V 0,2-mililitrskih centrifugirkah smo 
pripravili 50 µL reakcijske zmesi, kot prikazuje preglednica 6, le zamenjali smo 
olgonukleotid CR_MKT1_R z oligonukleotidom CR_MKT1_short_R. Kot matrično DNA 
smo uporabili pomnožek PCR z izničenim zaporedjem PAM2. Delali smo po enakem 
protokolu, kot pri pripravi matrične DNA. 
 
3.3.3.8 Transformacija z vektorjem p426 MKT_2_Kan in matrično DNA 
 
Vektor p426 MKT_2_Kan smo vnesli po istem protokolu kot vektor p426 MKT_1_Kan. 
Zmes reagentov je bila zopet podobna kot v preglednici 5, le da smo namesto vektorja p414 
in MQ dodali 34 µL mešanice, ki je vsebovala 200 ng plazmida P426 MKT_2_Kan in  
pomnožek PCR  MKT1BY vključka. Razmerje plazmid: pomnožek PCR je bilo od 1:15 do 
1:45. 
 
Zmes reagentov za kotrolni PCR je bila enaka kot pri preverjanju delecije alela MKT1AWRI  
(poglavje 3.3.3.4), program pa je podoben kot v preglednici 4. Razlikuje se v koraku 
prileganje začetnih oligonukleotidov, ki je tu trajal eno minuto pri 55 °C in v koraku 
podaljševanje verige, ki je tu trajal tri minute in petnajst sekund. 
Pri odstranitvi plazmida smo celice gojili le v gojišču YPD, saj smo želeli odstraniti oba 




Ko smo pri naših sevih pridobili vse tri variante z različnimi aleli gena MKT1, smo se lotili 
testiranja razlik v fenotipu. Iz izkušenj v naši delovni skupini smo vedeli, da ima ta gen 
zanimiv vpliv na rast kvasovk na kofeinu in rapamicinu. 
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3.3.4.1 Iskanje primerne koncentracije kofeina in rapamicina 
 
Preden smo začeli s fenotipskim testiranjem segregant, smo preizkusili rast divijh tipov 
sevov AWRI1631 in BY4741, ter njunih variant z izvedeno zamenjavo alelov MKT1, na 
gojiščih z različnimi koncentracijami rapamicina in kofeina. Pri kofeinu smo preizkusili 
koncentracije 1,5 mg/mL, 2 mg/mL, 2,5 mg/mL, 3 mg/mL in 6 mg/mL. Pri rapamicinu pa 
smo preizkusili koncentracije 0,8 mg/mL, 1mg/mL, 4g/mL, 6 mg/mL, 8 mg/mL in           10 
mg/mL.  
 
3.3.4.2 Fenotipski test 
 
Posamezne segregante smo zjutraj nacepili v 5 mL gojišča YPD in dali čez dan na stresalnik 
pri 30 °C in 220 rpm. Zvečer smo pomerili OD600 in seve umerili na OD600 = 0,5 v sveže 
gojišče YPD in dali nazaj na stresalnik preko noči. V nadaljevanju so morale biti vse kulture 
v isti fazi rasti. Mi smo se odločili za stacionarno fazo. Naslednji dan, po 16 urah inkubacije 
smo ponovno pomerili OD600 in pod mikroskopom kulture pregledali za morebitne okužbe. 
Če so sevi iste segregante z različnimi aleli MKT1 in delecijo MKT1 rasli podobno hitro, 
smo nadaljevali s testom. 1 mL kulture smo odpipetirali v 1,5-mililitrsko mikrocentrifugirko 
in 3 minute centrifugirali pri 2.400 × g. Odstranili smo supernatant in resuspendirali v 1 mL 
MQ, to smo ponovili dvakrat in ponovno pomerili OD600. Iz te meritve smo preračunali in 
izvedli redčitveno vrsto s 5 redčitvami z OD600: 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10. Na posamezno 
petrijevko smo običajno nanesli 2 segreganti z vsemi 3 variantami MKT1 (MKT1AWRI, 
MKT1BY, mkt1Δ) in 4 kontrolne seve (sev BY4741 z alelom MKT1BY, sev BY4741 z alelom 
MKT1AWRI,  sev AWRI1631 z alelom MKT1AWRI in  sev AWRI1631 z alelom MKT1BY). Test 
smo izvajali na 4 ploščah hkrati: YPD, YPD + kofein 6mg/mL, YPD + kofein 3mg/mL, YPD 
+ rapamicin 0,8 mg/mL. Lahko bi naredili še gojišče YPD + DMSO, saj je bil rapamicin 
raztopljen v DMSO-ju. A smo iz predhodno pridobljenih podatkov v naši raziskovalni 
skupini vedeli, da rapamicin v tako nizkih količinah nima vpliva na rast. Pri vsaki redčitvi 
smo nanesli po 3 µL kulture. Ko smo končali z vsemi 4 ploščami, smo jih pustili nekaj minut, 
da so se posušile. Nato smo jih prestavili v inkubator s 30 °C. Ploščo YPD smo slikali po 24 
urah inkubacije, ostale 3 pa po 72 urah z optičnim čitalcem. 
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Delali smo s segregantami, ki so rezultat križanja vinskega seva AWRI1631 in 
laboratorijskega seva Y7092. Sev AWRI1631 vsebuje alel MKT1AWRI, sev Y7092 pa 
MKT1BY. Sto naključno izbranih segregant smo najprej pregledali na rezistenco proti cNat, 
nato pa preverili še, kateri alel gena MKT1 vsebujejo. Polovico sevov smo izločili, ker so 
bili rezistentni proti cNat. Potrebovali smo seve, ki niso rezistentni proti cNat, saj je bila ta 
reszistenca selekcijski označevalec na enem izmed plazmidov, ki smo jih vstavljali. Od 
preostalih sevov smo jih za nadaljnje delo izbrali 24, ki so zagotovo imeli alel MKT1AWRI. 
 
     S   BY   A    0               28/F11           26/G5             27/G7            26/D7               28/F5  
 
Slika 9: Slika agaroznega gela genotipizacije 5 različnih segregant. Črka S označuje velikostne standarde 
DNA. BY je sev BY4741, A je sev AWRI1631, 0 je zmes z MQ. Ti kontrolni vzorci so bili pomnoženi z 
začetnima oligonukleotidoma  za prepoznavo alela MKT1BY . Pri segregantah je bil vzorec na levi strani 
pomožen z začetnima oligonukleotidoma za prepoznavo alela MKT1BY, desni pa z začetnima 
oligonukleotidoma za prepoznavo alela MKT1AWRI.  Izmed prikazanih petih segregant smo za nadaljnje delo 




4.2.1 Vstavljanje vektorja p414 
 
Prva izmed kvasnih transformacij je bila vstavitev vektorja p414. Ta transformacija je bila 
enostavna in je uspela pri vseh sevih. Za potrditev uspešnosti smo preverili, če so kolonije 
zrasle na gojišču YPD + cNat. 
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4.2.2 Pomnoževanje matric za delecijo mkt1Δ in za vstavitev alela MKT1BY 
 
Ko smo matrično DNA pomnoževali z daljšima začetnima nukleotida, ki sta izničila 
zaporedji PAM, smo dobili manj pomnožka na reakcijo. Pri uporabi teh dveh začetnih 
oligonukleotidov smo po čiščenju dobili 100-150 ng/µL pomnožka PCR. Pri uporabi krajših 
začetnih oligonukleotidov smo po čiščenju dobili 200-300 ng/µL pomnožka PCR. 
 
4.2.3 Delecija gena MKT1 
 
Transformacija vektorja p426 MKT_1_Kan je bila zahtevnejša. Delo s 4 sevi od 24-ih smo 
v tej fazi opustili, saj smo pri njih opazili neželene lastnosti, kot so agregacija, počasna rast 
in formiranje majhnih kolonij. Pri nekaterih izmed ostalih 20 sevov smo morali 
transformacijo ponoviti zaradi premajhnega števila kolonij oziroma neuspešnosti homologne 
rekombinacije. Uspešnost homologne rekombinacije smo preverjali s PCR (poglavje 
3.3.3.4). V reakcijski mešanici smo uporabili začetna oligonukleotida UP_MKT_c_F in 
DN_MKT_c_R. Ta nukleotida prilegata pred in po genu MKT1. Korak prileganje začetnih 
oligonukleotidov smo nastavili na 30 sekund, tako da smo dobili proge le pri sevih z uspešno 
delecijo. 
 
    S     1     2     3     4     5      6    7     8    9    10   11            K        N            0              S 
 
Slika 10: Slika agaroznega gela z ločenimi pomnožki PCR za kontrolo uspešnosti delecije. Črka S označuje 
velikostne standarde DNA. K je pozitivna kontrola, sev BY4741 z alelom mkt1Δ, N je negativna kontrola, 
sev BY4741 z alelom MKT1BY, 0 je zmes z MQ. V reakcijski mešanici smo uporabili začetna 
oligonukleotida, ki se prilegata pred in po genu MKT1. Korak podaljševanje verige je bil kratek, tako da smo 
dobili proge le pri sevih z uspešno delecijo. Vzorci na progah 1, 4, 5 in 6 so iz sevov, kjer je bila delecija 
uspešna. Vzorci na progah 2, 3, 7, 8, 9, 10, 11 so iz sevov, kjer ni prišlo do homologne rekombinacije. 
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4.2.4 Vstavitev alela MKT1BY 
 
Vektor p426 MKT_2_Kan smo vstavljali na enak način kot vektor p426 MKT_1_Kan. 
Uspešnost homologne rekombinacije smo preverjali s PCR (poglavje 3.3.3.8). Uporabili smo 
enaka začetna oligonukleotida kot pri preverjanju uspešnosti delecije. Korak podaljševanje 
verige smo nastavili na tri minute petnajst sekund. Pri sevih z delecijo smo dobili eno progo, 
pri sevih z vključkom pa šibko progo na istem mestu kot pri deleciji in še eno močnejšo 
progo, ki predstavlja daljši pomnožek z vključkom. 
 
   1      2      3    4       5     6     7      8      9     10            K           P             0                     S 
 
Slika 11: Slika agaroznega gela za kontrolo uspešnosti vključka alela MKT1BY. Črka S označuje velikostne 
standarde DNA. K je negativna kontrola, sev BY4741 z alelom mkt1Δ, P je pozitivna kontrola, sev BY4741 z 
alelom MKT1BY, 0 je zmes z MQ. V reakcijski mešanici smo uporabili začetna oligonukleotida, ki prilegata 
pred in po genu MKT1. Korak podaljševanje verige je bil dolg, tako da smo pri sevih z delecijo 1 progo, pri 
sevih z vključkom pa 2 progi. Vzorci na progah 4, 6, 9 in 10 so iz sevov, kjer je bila vstavitev alela MKT1BY 




4.3.1 Iskanje primerne koncentracije kofeina in rapamicina 
 
Preden smo začeli s testiranjem segregant, smo najprej s sevoma AWRI1631in BY4741 ter 
z njunima variantama z izvedeno zamenjavo alelov poiskali optimalno koncentracijo kofeina 
in rapamicina v gojišču. Pri rapamicinu smo preizkusili koncentracije 0,8 mg/mL, 4 mg/mL, 
6 mg/mL, 8 mg/mL in 10 mg/mL. Ker ni bilo bistvene razlike v hitrosti rasti med različnimi 
koncentracijami (priloga C) in ker smo bili s količino rapamicina omejeni, smo se odločili 
za najnižjo koncentracijo, 0,8 mg/mL.  
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Pri kofeinu pa smo preizkusili koncentracije 1,5 mg/mL, 2 mg/mL, 2,5 mg/mL, 3 mg/mL in 
6 mg/mL. Izbrali smo koncentraciji 3 mg/mL in 6 mg/mL. Koncentracijo 6 mg/mL smo 
izbrali, ker pri njej sev BY4741 praktično ne raste več, sev AWRI1631 pa še raste. 
Koncentracijo 3 mg/mL pa smo izbrali, ker so se pri tej koncentraciji bolj jasno pokazale 
razlike med sevi kot pri nižjih koncentracijah. Pri sevih, ki so bili sposobni rasti pri obeh 
koncentracijah kofeina, je bilo razmerje med rastjo segregant z različnimi aleli pri obeh 
koncentracijah enako. 
 
4.3.2 Kofeinski test 
 
Pri kofeinskem testu lahko rezultate razdelimo v dve skupini. Pri sevu AWRI1631 in 
segregantah 2/D7, 15/G5, 21/B8, 21/F8, 28/F5 in 28/F11 ni bilo bistvene razlike v rasti med 
variantami z različnimi aleli; to skupino bomo v nadaljevanju imenovali skupina AWRI. Pri 
sevu BY4741 in segregantah 2/F8, 4/B10, 15/G4, 17/C10, 28/C11 in 42/D7 pa je varianta z 
alelom MKT1AWRI rastla občutno slabše kot varianti z aleloma mkt1Δ in MKT1BY; to skupino 
bomo v nadaljevanju imenovali skupina BY. Ker se segregante med seboj razlikujejo v več 
genih, ki niso predmet te raziskave, segregant med seboj ne primerjamo. Med seboj 
primerjamo variante posamezne segregante z različnimi aleli gena MKT1. Pri tem testu nam 
je 12 segregant dalo zanesljive rezultate, 6 segregant pa manj zanesljive rezultate. Dve 
segreganti sta dali neuporabne rezultate, saj pri treh ponovitvah ni bilo niti ene, kjer bi vse 
tri variante rasle enako hitro na kontrolnem gojišču, razlike med ponovitvami so bile tudi v 
rasti na gojiščih s kofeinom in rapamicinom. Zanesljivi rezultati so tisti, kjer se obe ali vse 
tri ponovitve obnašajo enako na različnih gojiščih, na kontrolnem gojišču pa ni razlike v rasti 
med različnimi variantami posamezne segregante. Slike rezultatov 18 zanesljivih in manj 
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Slika 12: Rast sevov AWRI1631 (levo) in BY4741 (desno) na gojišču s 3 mg/ml kofeina. Oznaka A pomeni 
alel MKT1AWRI, D alel mkt1Δ, B pa alel MKT1BY. Na vrhu so sevi razredčeni na OD600=10, proti dnu sledijo 
redčitve za faktor 10: OD600=1, 0,1, 0,01, 0,001. Pri sevu AWRI1631 vidimo, da so vse 3 variante rastle pri 
vseh 5 redčitvah enako hitro. Opazimo lahko manjše razlike pri višjih treh redčitvah, a so tako majhne, da jih 
zanemarimo. Pri sevu BY4741 pa vidimo, da je varianta z alelom MKT1AWRI rastla le pri prvi redčitvi, drugi 
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Slika 13: Rast sevov 2/D7 (levo) in 2/F8 (desno) na gojišču s 3 mg/ml kofeina. Oznaka A pomeni alel 
MKT1AWRI, D alel mkt1Δ, B pa alel MKT1BY. Na vrhu so sevi razredčeni na OD600=10, proti dnu sledijo redčitve 
za faktor 10: OD600=1, 0,1, 0,01, 0,001. Pri sevu 2/D7 vidimo, da so vse 3 variante rastle pri prvih 4 redčitvah 
približno enako hitro, kar ta sev uvršča v skupino AWRI. Pri sevu 2/F8 pa vidimo, da je varianta z alelom 
MKT1AWRI že pri drugi redčitvi rastla počasneje od drugih dveh, pri tretji redčitvi pa    je rastla že občutno 
počasneje. Pri četrti redčitvi se jo komaj še vidi, pri peti pa se je sploh ne vidi več, drugi dve varianti pa sta še 
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Preglednica 8: Rezultati kofeinskega testa. V preglednici 11 oznaka A pomeni alel MKT1AWRI, D alel mkt1Δ, 
B pa alel MKT1BY. V srednjem stolpcu so sevi, ki so rastli primerljivo kot sev AWRI1631 in so pri njih vse 3 
variante rastle podobno hitro.V desnem stolpcu pa so sevi, ki so rastli primerljivo kot sev BY4741, kjer je 





Sev A=D=B A<D=B 
BY  x 
2/F8  x 
4/B10  x 
15/G4  x 
17/C10  x 
28/C11  x 
42/D7  x 
AWRI x  
2/D7 x  
15/G5 x  
21/B8 x  
21/F8 x  
28/F5 x  
28/F11 x  
dvomljivi rezultati  
4/B11 x  
15/E4 x  
15/E8 x  
22/E3 x  
22/G2 x  
23/B8 x  
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4.3.3 Rapamicinski test 
 
Pri rapamicinskem testu smo segregante razdelili v tri skupine. Pri sevu AWRI1631 in 
segregantah 2/F8, 17/C10, 21/B8, 28/F5 in 28/C11 ni bilo bistvene razlike v rasti med 
variantami z različnimi aleli, to skupino bomo v nadaljevanju imenovali skupina AWRI. Pri 
sevu BY4741 in segregantah 2/D7, 4/B10, 15/G5, 21/F8 in 42/D7 je varianta z MKT1AWRI 
alelom rastla počasneje kot varianti z aleloma mkt1Δ in MKT1BY, to skupino bomo v 
nadaljevanju imenovali skupina BY. Prepoznali pa smo še tretjo skupino, kjer je varianta z 
alelom MKT1AWRI rastla občutno hitreje kot varianti z aleloma mkt1Δ in MKT1BY. Ker se 
segregante med seboj razlikujejo v več genih, ki niso predmet te raziskave, segregant med 
seboj ne primerjamo. Med seboj primerjamo variante posamezne segregante z različnimi 
aleli gena MKT1. Pri tem testu nam je istih 12 segregant dalo zanesljive rezultate, 6 segregant 
pa manj zanesljive rezultate. 2 segreganti sta dali neuporabne rezultate, saj pri treh 
ponovitvah ni bilo niti ene, kjer bi vse tri variante rasle enako hitro na kontrolnem gojišču, 
razlike med ponovitvami so bile tudi v rasti na gojiščih s kofeinom in rapamicinom. 
Zanesljivi rezultati so tisti, kjer se  vse ponovitve obnašajo enako na različnih gojiščih, na 
kontrolnem gojišču YPD pa ni razlike v rasti med različnimi variantami posamezne 
segregante. Slike rezultatov vseh 18 segregant so zbrane v prilogi A. Slike kontrol so zbrane 
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Slika 14: Rast sevov AWRI1631 (levo) in BY4741 (desno) na gojišču z 0,8 mg/mL rapamicina. Oznaka A 
pomeni alel MKT1AWRI, D alel mkt1Δ, B pa alel MKT1BY. Na vrhu so sevi razredčeni na OD600 = 10, proti dnu 
sledijo redčitve za faktor 10: OD600 = 1, 0,1, 0,01, 0,001. Pri sevu AWRI1631 vidimo, da so vse 3 variante 
rastle pri vseh 5 redčitvah. Lahko bi rekli, da je varianta z alelom mkt1Δ  rastla malenkost počasneje pri tretji 
in četrti redčitvi, ampak se nismo odločili za to možnost, ker so pri vseh ponovitvah vse variante rastle pri vseh 
5 redčitvah. Pri sevu BY4741 pa vidimo, da je varianta z alelom MKT1AWRI rastla pri prvih dveh redčitvah 
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Slika 15: Rast sevov 28/F5 (levo) in 42/D7 (desno) na gojišču z 0,8 mg/mL rapamicina. Oznaka A pomeni alel 
MKT1AWRI, D alel mkt1Δ, B pa alel MKT1BY. Na vrhu so sevi razredčeni na OD600=10, proti dnu sledijo redčitve 
za faktor 10: OD600=1, 0,1, 0,01, 0,001. Pri sevu 28/F5 vidimo, da vse 3 variante rastejo pri 4 redčitvah. Lahko 
bi rekli, da je varianta z alelom MKT1AWRI rastla počasneje pri tretji in četrti redčitvi, ampak se nismo odločili 
za to možnost, ker sta tudi drugi dve varianti pri četrti redčitvi rastli precej počasi in je razlika v rasti manjša 
od faktorja 10. To uvršča ta sev v skupino AWRI. Pri sevu 42/D7 pa vidimo, da je varianta z alelom MKT1AWRI 
rastla pri prvih dveh redčitvah primerljivo z drugima dvema, pri tretji že občutno počasneje, pri četrti bistveno 
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Slika 16: Rast sevov 28/F11 (levo) in 15/G4 (desno) na gojišču z 0,8 mg/mL rapamicina. Oznaka A pomeni 
alel MKT1AWRI, D alel mkt1Δ, B pa alel MKT1BY. Na vrhu so sevi razredčeni na OD600=10, proti dnu sledijo 
redčitve za faktor 10: OD600=1, 0,1, 0,01, 0,001. Z rdečo obrobo označene kolonije so bakterijske okužbe. Pri 
sevu 28/F11 vidimo, da je varianta z alelom MKT1AWRI rastla pri štirih redčitvah, drugi dve varianti pa sta rastli 
le pri prvi in drugi redčitvi. Vidimo, da je na tej plošči prišlo tudi do nekaj kontaminacij, na tej sliki do ene 
večje, kjer bi morala biti četrta redčitev variante z alelom MKT1BY in dveh manjših. Na sliki smo jih označili z 
rdečo barvo. Pri sevu 15/G4 pa vidimo, da je varianta z alelom MKT1AWRI zrastla pri štirih redčitvah, drugi dve 
pa le pri prvi, pa še tam precej malo. Ti dve segreganti spadata v svojo skupino, kjer je varianta z alelom 
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Preglednica 9: Rezultati rapamicinskega testa. V preglednici 12 pomeni oznaka A alel MKT1AWRI, oznaka D 
alel mkt1Δ, oznaka B pa alel MKT1BY.V drugem stolpcu so sevi, ki so rastli primerljivo kot sev AWRI1631 in 
so pri njih vse 3 variante rastle podobno.V tretjem stolpcu so sevi, ki so se obnašali kot sev BY4741, kjer je 
varianta z alelom MKT1AWRI rastla slabše od drugih dveh. V četrtem stolpcu pa so sevi, ki so se obnašali drugače 
od obeh starševskih sevov, pri njih je varianta z alelom MKT1AWRI rastla bolje od drugih dveh. 
 
Sev A=D=B A<D=B A>D=B 
BY  x  
2/D7  x  
4/B10  x  
15/G5  x  
21/F8  x  
42/D7  x  
AWRI x   
2/F8 x   
17/C10 x   
21/B8 x   
28/F5 x   
28/C11 x   
28/F11   x 
15/G4   x 
dvomljivi rezultati   
4/B11 x   
15/E4  x  
15/E8 x   
22/E3 x   
22/G2   x 
23/B8 x   
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V skladu z namenom in hipotezama magistrske naloge smo preučili vlogo dveh različnih 
alelov gena MKT1 na odpornost proti rapamicinu in kofeinu v kvasovki S. cerevisiae. Sevom 
smo s sistemom CRISPR-Cas9 zamenjali alel MKT1AWRI, najprej z alelom mkt1Δ, nato pa še 
z alelom MKT1BY in vse tri variante seva hkrati gojili na ploščah z dodanim kofeinom in 
ploščah z dodanim rapamicinom. Zamenjavo alelov smo izvedli pri 20 sevih. Teh 20 sevov 
smo izbrali izmed stotih, ker niso bili rezistentni proti cNat in ki so imeli alel MKT1AWRI. Pri 
12 sevih smo dobili jasen in preverljiv rezultat, pri 8 sevih pa nismo bili tako uspešni. 
 
5.1 IZVEDBA POSKUSA 
 
Zamenjavo alelov smo izvedli po podobnem protokolu kot DiCarlo in sod. (2013). Uporabili 
smo podobne vektorje, ki smo jih prilagodili našemu poskusu in preverjene protokole za 
kvasno transformacijo, izolacijo genomske in plazmidne DNA, čiščenje DNA in odstranitev 
plazmidov. Razlika je bila v tem, da smo se odločili, da zamenjavo alela izvedemo v dveh 
korakih. Najprej smo izvedli delecijo gena, nato pa smo vstavili drug alel. Tega pristopa 
nismo zasledili v objavljeni literaturi, so pa na ta način že delali drugi člani naše raziskovalne 
skupine. Na tak način lahko zagotovimo popolno zamenjavo alela na vseh mestih SNP na 
precej enostaven način. Slabost tega pristopa pa je v tem, da potrebujemo dve različni 
molekuli gRNA in dve ustrezni zaporedji v terminatorju, čim bližje kodonu STOP.  
 
Delali smo s segregantami, ki so rezultat križanja vinskega seva AWRI1631 in 
laboratorijskega seva Y7092. Sev AWRI1631 vsebuje alel MKT1AWRI, sev Y7092 pa 
MKT1BY. Za naš eksperiment smo pregledali 100 naključnih segregant in jih od tega izbrali 
24, ki so ustrezale našim kriterijem. Imele so alel MKT1AWRI in niso bile rezistentne proti 
cNat. Izmed teh 24 segregant smo pridobili povsem zadovoljive rezultate pri 12 segregantah, 
torej pri 50 %. Pri 4 segregantah smo delo opustili že pri izvajanju druge transformacije: 3 
segregante so nam povzročale težave pri delu, saj so rasle precej počasneje od ostalih in 
tvorile majhne kolonije, pri četrti pa se je izkazalo, da agregira. Če bi imeli le en agregirajoč 
sev, bi z njim težko delali vzporedno z ostalimi, saj se obnaša drugače pri merjenju optične 
gostote in pri centrifugiranju. S preostalimi 8 težavnimi segregantami smo izvedli obe 
zamenjavi alela, a so se izkazale za nezanesljive pri fenotipizaciji: pri treh sta se ponovitvi 
medsebojno razlikovali, pri treh so variante seva z različnimi aleli rasle različno hitro na 
kontrolnem gojišču YPD, dve pa sta se izkazali za neuporabni, saj sta imeli obe omenjeni 
lastnosti. 
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Pri sevih, ki so rasli različno hitro na kontrolnem gojišču, so bile izvor težave najverjetneje 
neželene mutacije. Te je lahko uvedel Cas9, ki je nespecifično rezal na drugih delih genoma, 
ki so bili podobni naši gRNA, lahko pa so nastale po naključju. Možno je tudi, da so bili sevi 
brez mutacij in so te nepravilnosti izhajale iz napak pri delu, a se nam zdi to manj verjetno, 
saj se je ista težava pojavila pri dveh ponovitvah. Pri sevih, kjer sta se ponovitvi razlikovali 
med seboj, je bila težava prav tako lahko v neželenih mutacijah, ali pa v izvedbi poskusa. 
Pri fenotipskemu testu z redčitveno linijo na različnih gojiščih lahko pride do napake v več 
točkah. Kljub trikratnemu merjenju OD600 in sprotnem izločevanju sevov, kjer so določene 
variante odstopale v rasti, so se te vrednosti med seboj razlikovale tudi do 20 %. Mejo, kjer 
se variante segregant pri zadnjem merjenju OD600 med seboj razlikujejo preveč, smo 
postavili pri 10 %. Težava se lahko pojavi zaradi velikega števila plošč, pri katerih pride do 
manjših odstopanj v sestavi. Napake se lahko zgodijo tudi v sami izvedbi poskusa, na primer 
pri mešanju na vrtinčniku ni nujno, da je kultura povsem homogena, ali pa pri pipetiranju ne 
odpipetiramo povsem točnega volumna. Pri večini sevov smo izvedli po dve ponovitvi 
fenotipskega testa. Rezultati bi bili verodostojnejši, če bi izvedli po 3 ponovitve, a nam je 
pri večini sevov žal zmanjkalo časa. 
 
Nekaj težav smo imeli tudi pri menjavi alelov s sistemom CRISPR-Cas9. Pri nekaj sevih 
smo morali ponoviti transformacijo s p426 MKT_1_Kan. Transformacijo smo morali 
ponavljati zaradi majhnega števila transformant in nizke stopnje homologne rekombinacije. 
Za nizko stopnjo homologne rekombinacije pri določenih sevih sta bila kriva previsok OD600 
prekonočnih kultur in prenizka koncentracija matrične DNA.  
 
Prvi ukrep, ki smo ga izvedli za povišanje uspešnosti homologne rekombinacije, je bila 
uporaba začetnih oligonukleotidov CR_MKT1_short_R  in CR_MKT1_short_2R. Ko smo 
zamenjali začetne oligonukleotide, se je koncentracija PCR pomnožka povišala iz 100-150 
ng/µL na 200-300 ng/µL. To je pomenilo, da se je v transformaciji uporabljeno razmerje 
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Drugi ukrep je bil pozornejše spremljanje rasti kvasovk na dan transformacije in že dan pred 
tem. Ko smo začeli s transformacijami s plazmidom p426 MKT_1_Kan, nam je nekaj sevov 
prekomerno zraslo, tudi čez vrednost OD600=2. Te celice več niso bile v eksponentni fazi 
rasti, kar je precej znižalo uspešnost htransformacije. Pri nekaj sevih ni bilo nobene 
transformante z uspešno homologno rekombinacijo in smo morali transformacijo ponoviti. 
V naslednjih transformacijah smo pustili prekodnevno kulturo rasti dlje, vse do večera, in 
potem izmerili OD600. Daljša prekodnevna kultura je pomenila zanesljivejši izračun 
generacijskega časa in krajšo prekonočno kulturo. Obe spremembi sta prispevali k 
ustreznejšem številu celic in s tem k višji uspešnosti homologne rekombinacije v nadaljnjih 
transformacijah. 
 
5.2 GEN MKT1 IN ODPORNOST PROTI KOFEINU 
 
Ugotovili smo, da gen MKT1 vpliva na odpornost kvasovk proti kofeinu. Pri vseh sevih se 
je izkazalo, da ima alel MKT1BY na odpornost proti kofeinu enak učinek kot alel mkt1Δ. Iz 
tega sklepamo, da protein Mkt1BY ni funkcionalen. S tem smo potrdili prvo hipotezo, da alel 
MKT1BY kodira nefunkcionalen protein. Drugo hipotezo, da je gen MKT1 povezan s signalno 
potjo TOR, smo prav tako potrdili. Pri polovici sevov z zanesljivimi rezultati sicer ni razlike 
v rasti med aleli, pri drugi polovici pa alel MKT1AWRI negativno vpliva na rast na gojiščih z 
dodanim kofeinom, kar potrjuje našo drugo hipotezo. Zaradi razdelitve na dve enaki polovici 
smo postavili novo hipotezo, da protein Mkt1 interagira s še enim proteinom in da vplivata 
na odpornost proti kofeinu skupaj, torej kot heterodimer. Če je gen, ki kodira ta protein, v 
obliki, ki jo najdemo pri sevu AWRI1631, njun dimer ne vpliva na odpornost proti kofeinu. 
Če pa ima segreganta obliko tega gena, ki jo ima sev BY4741, je ta kompleks ob prisotnosti 
kofeina toksičen za celico. To lahko razložimo s koevolucijo teh dveh genov pri sevu 
AWRI1631 pod selekcijskimi pritiski podobnimi kofeinskemu stresu v okolju. Pri 
laboratorijskih sevih, ki imajo alel MKT1BY, pa teh pritiskov ni bilo in je lahko prišlo do 
fiksacije tega potencialno škodljivega alela. 
 
Če bi upoštevali še 6 manj zanesljivih sevov, ki vsi rastejo kot sev AWRI1631, ta hipoteza 
ne bi bila ustrezna. V tem primeru je razmerje med sevi, ki podobno rastejo na gojišču s 
kofeinom po zamenjavi alela 2:1 Možna razlaga je, da je to poligenska lastnost, v katero je 
vpleteno neznano večje število genov. Ob uporabi različnih koncentracij kofeina bi se morda 
izkazalo, da sodijo segregante v več kot dve skupini. Hipoteza ni povsem zanesljiva tudi 
zaradi majhnega števila sevov in ponovitev. 
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Naše ugotovitve o vplivu gena MKT1 na odpornost proti kofeinu so po nam znanih podatkih 
iz literature novost. Neposredna aplikacija naših ugotovitev bi bila lahko v pripravi seva S. 
cerevisiae za proizvodnjo kofeina. Lin in sod. (2014) so skušali izdelati primeren sev 
kvasovke S. cerevisiae za proizvodnjo kofeina, a na gen MKT1 niso pomislili. Naše 
ugotovitve lahko tudi prispevajo k odkritju genov oziroma proteinov, s katerimi gen MKT1, 
oziroma njegov produkt, interagira. Po naši drugi hipotezi tvori Mkt1 kompleks s katerim 
od proteinov, udeleženih v TOR signalni poti, katero kofein inhibira. Gen MKT1 bi lahko 
bil povezan tudi z metabolnimi potmi za metabolizem alkaloidov ali purinskih baz. Morda 
je to gen PBP1, za katerega so že Tadauchi in sod. (2004) dokazali, da kodira protein, ki 
tvori kompleks s proteinom Mkt1. 
 
5.3 GEN MKT1 IN ODPORNOST PROTI RAPAMICINU 
 
Ugotovili smo, da gen MKT1 vpliva na odpornost kvasovk proti rapamicinu. Pri vseh sevih 
se je izkazalo, da ima alel MKT1BY enak učinek kot alel mkt1Δ na odpornost proti rapamicinu. 
S tem ponovno potrjujemo prvo hipotezo, da alel MKT1BY kodira nefunkcionalen protein. 
Drugo hipotezo, da je gen MKT1 povezan s signalno potjo TOR, smo pri rapamicinu prav 
tako potrdili. Pri 2 sevih od 12, kar je 17 %, ima alel MKT1AWRI pozitiven vpliv na rast na 
gojiščih z rapamicinom. Pri 5 sevih, kar je 41,5 %, ni bilo razlike med aleli, pri 5 sevih pa je 
alel MKT1AWRI na rast vplival negativno. Torej se pri več kot polovici sevov po zamenjavi 
alelov rast na gojišču z dodatkom rapamicina spremeni, kar potrjuje našo drugo hipotezo. 
 
Če upoštevamo še 6 sevov z manj zanesljivimi rezultati, pride do drugačne razporeditve 
vplivov na rast. V tem primeru je razmerje med sevi, ki podobno rastejo na gojišču z 
rapamicinom po zamenjavi alela 9:6:3 oziroma 50 % : 33 % : 17 %. Največ sevov se ponovno 
obnaša kot sev AWRI1631. Obe razporeditvi vplivov na rast lahko pojasnimo le s tem, da je 
odpornost proti rapamicinu kompleksnejša, poligenska lastnost, v katero je poleg gena 
MKT1 vpletenih še več drugih genov. 
 
Gagneur in sod. (2013) so že pred nami dokazali, da alel MKT1AWRI povzroča slabšo rast na 
gojišču z rapamicinom. Niso pa našli segregant, ki bi z alelom MKT1AWRI rasle hitreje. Ti 
rezultati so po nam znanih podatkih iz literature nekaj novega in dokazujejo, da je v 
odpornost proti rapamicinu poleg gena MKT1vpletenih še več drugih genov. Glede na naše 
rezultate z rapamicinom in kofeinom predvidevamo, da so vsaj nekateri izmed teh proteinov 
povezani s signalno potjo TOR. 
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Le 4 segregante se pri obeh lastnostih uvrščajo v isto skupino. Variante segregant 21/B8 in 
28/F5 na gojiščih z rapamicinom in na gojiščih s kofeinom rastejo zelo podobno. Pri 
segregantah 4/B10 in 42/D7 pa varianta z alelom MKT1AWRI na gojiščih z rapamicinom in na 
gojiščih s kofeinom raste občutno počasneje od drugih dveh variant. To nakazuje, da so vsaj 
nekateri geni, ki vplivajo na ti lastnosti, različni. PBP1 je eden od genov, ki bi bili primerni 
za podrobnejšo analizo, saj so Tadauchi in sod. (2004) dokazali, da proteina Pbp1 in Mkt1 
tvorita kompleks. Da bi našli druge gene, ki skupaj z genom MKT1 vplivajo na odpornost 
proti rapamicinu in/ali kofeinu, bi morali sekvencirati celoten genom vseh 12 sevov in 
narediti primerjavo SNP mest med obema skupinama sevov. SNP mesta, ki so enaka pri 
sevih, ki podobno rastejo, a različna od sevov z drugačno rastjo, bi bila primerni kandidati 
za podrobnejšo analizo. Če so to geni vpleteni v signalno pot TOR, so verjetno nekateri geni 
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Prvi sklep je potrditev naše prve hipoteze, da alel MKT1BY kodira nefunkcionalen protein. 
Zbrani rezultati vseh segregant dokazujejo, da ni razlike v rasti kvasovk z alelom mkt1Δ in 
alelom MKT1BY. Iz teh podatkov sklepamo, da je Mkt1BY nefunkcionalen protein. Protein je 
zagotovo nefunkcionalen v primeru izpostavitve kofeinu in rapamicinu, ne moremo pa 
izključiti možnosti, da ima v drugačnih pogojih neko drugo funkcijo. 
 
Drug sklep je potrditev naše druge hipoteze, da je gen MKT1 povezan s signalno potjo TOR. 
Na gojiščih s kofeinom je po zamenjavi alelov pri polovici segregant varianta z alelom 
MKT1AWRI rasla počasneje od drugih dveh variant. Na gojiščih z rapamicinom pa se je po 
zamenjavi alelov rast spremenila pri 7 od 12 segregant. Oba ta podatka nam potrjujeta, da je 
gen MKT1 povezan s signalno potjo TOR. 
 
Tretji sklep, do katerega smo prišli, ni neposredno povezan z našima hipotezama. Glede na 
različen vpliv alela MKT1AWRI v različnih segregantah sklepamo, da protein Mkt1 ne deluje 
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Kvasovka S. cerevisiae je modelni organizem za preučevanje evkariontskih celičnih 
procesov in signalnih poti. Eden izmed njenih genov je MKT1. Gen MKT1 kodira protein 
Mkt1, ki je podoben nukleazam. Ta je povezan s procesiranjem molekul RNA, kar vpliva na 
odpornost proti etanolnemu in temperaturnemu stresu, ter na delovanje signalne poti TOR 
(Sinha in sod., 2006, Gagneur in sod., 2013). Obstaja več alelov tega gena, mi pa smo 
preučevali dva izmed njih. Prvi je alel MKT1BY, ki ga najdemo le pri laboratorijskih sevih, 
ki izhajajo iz seva S288c. Drugi je alel MKT1AWRI, ki izhaja iz vinarskega seva AWRI1631 
in je med vinarskimi sevi precej pogost. Sev mkt1Δ z delecijo preučevanega gena smo 
uporabljali kot kontrolo, kjer je funkcija gena izničena. Naša prva hipoteza pravi, da alel 
MKT1BY kodira nefunkcionalen protein, torej se variante sevov z alelom MKT1BY obnašajo 
enako kot variante sevov brez gena MKT1. 
 
Ena izmed pomembnih signalnih poti, ki jih najdemo pri vseh evkariontih, je signalna pot 
TOR. Vloga kompleksa TOR in celotne signalne poti je uravnavanje celične rasti, 
proliferacije celic in odzivanja na nekatere dejavnike v okolju. Eden od načinov preučevanja 
te signalne poti je njena modulacija z rapamicinom in kofeinom (Loewith in Hall, 2011). 
Naša druga hipoteza pravi, da je gen MKT1 povezan s signalno potjo TOR. 
 
Za preveritev naših hipotez smo naredili zamenjavo alelov s sistemom CRISPR-Cas9. Delali 
smo s segregantami, ki so rezultat križanja vinarskega seva AWRI1631 in laboratorijskega 
seva Y7092. Sev AWRI1631 vsebuje alel MKT1AWRI, sev Y7092 pa MKT1BY. Najprej smo 
morali med naključno izbranimi 100 segregantami identificirati primerne za verzijo sistema 
CRISPR-Cas9, ki ga uporabljamo v naši raziskovalni skupini. Od 100 segregant se jih je za 
primerne izkazalo 20, ki so imele alel MKT1AWRI in niso bile rezistentne na cNat. S temi 20 
segregantami smo izvedli zamenjavo alelov v dveh korakih. Najprej smo namesto alela 
MKT1AWRI uvedli delecijo mkt1Δ. V drugem koraku smo na isti lokus vstavili alel MKT1BY. 
Iz segregant v treh variantah smo naredili redčitveno linijo in vse 3 variante skupaj nanesli 
na kontrolno ploščo, ploščo z rapamicinom in dve plošči z različnima koncentracijama 
kofeina. Zraven smo za kontrolo dali seva BY4741 in AWRI1631, z lastnim alelom gena 
MKT1 in z izvedeno alelno zamenjavo. 
 
Rezultati so potrdili našo prvo hipotezo, da alel MKT1BY kodira nefunkcionalen protein, saj 
smo pri vseh sevih dobili enako rast pri variantah z aleloma MKT1BY in mkt1Δ, tako na 
gojiščih s kofeinom, kot na gojiščih z rapamicinom. Naša druga hipoteza pravi, da je gen 
MKT1 povezan s signalno potjo TOR. Pri polovici segregant se je rast na gojiščih s kofeinom 
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po zamenjavi alela MKT1AWRI za drugi dve varianti izboljšala, kar potrjuje našo hipotezo. 
Predvidevamo, da protein Mkt1 tvori kompleks s proteinom, ki je del signalne poti TOR in 
ga tvori nek drug gen v genomu seva BY4741. Ta kompleks postane ob prisotnosti kofeina 
za celico toksičen in inhibira rast. V genomu seva AWRI1631 ta gen ni prisoten, ali pa je 
prisoten drug alel tega gena, ki v kompleksu z Mkt1 ni toksičen. 
 
Pri eksperimentu z rastjo v prisotnosti rapamicina smo drugo hipotezo, da je gen MKT1 
povezan s signalno potjo TOR, prav tako potrdili. Pri 7 od 12 sevov se je rast na gojiščih z 
rapamicinom spremenila po zamenjavi alelov. Delež sevov, pri katerih po zamenjavi alelov 
ni prišlo do spremembe rasti na ploščah z rapamicinom, je bil enak deležu sevov, kjer je alel 
MKT1AWRI inhibiral rast kvasovk. Pri dveh sevih pa je alel MKT1AWRI bistveno izboljšal rast 
kvasovk. To smo razložili z novo hipotezo, da je v odpornost proti rapamicinu vpleteno večje 
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Slike rezultatov fenotipskega testa 
 
Na posamezni sliki so zbrane slike 4 plošč, ki so rastle vzporedno. Levo je kontrolna plošča 
YPD, desno od nje plošča z nižjo vsebnostjo kofeina, desno od nje pološča z višjo vsebnostjo 
kofeina, povsem desno pa plošča z rapamicinom. Levo zgoraj je ime segregante, s katero 
smo izvajali poizkus. Črke A, D in B označujejo, kateri alel MKT1 je prisoten v dani varianti 
segregante. Prvič, drugič ali tretjič pa označujejo, katera ponovitev te segregante je na sliki.  
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Slike kontrol fenotipskega testa 
 
Na teh slikah so zbrane slike kontrolnih sevov, ki smo jih na plošče nanašali vzporedno s 
preučevanimi segregantami. Slike plošč si od leve proti desni sledijo v enakem vrstnem redu 
kot v prilogi A. Plošče za eksperiment smo vlivali štirikrat, zato so 4 serije plošč. Prvič, 
drugič,… pa označuje, katera plošča znotraj te serije je na dani plošči. Kontrolni sevi, ki smo 
jih nanašali, si sledijo od leve proti desni: sev AWRI1631 z alelom MKT1BY (awri B), sev 
AWRI1631 z alelom MKT1AWRI (awri A), sev BY4741 z MKT1AWRI alelom (BY A), sev 
BY4741 z MKT1BY alelom (BY B). 
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Slika kontrolnih sevov na ploščah z višjo koncentracijo rapamicina 
 
Na sliki so 4 kontrolne plošče z različnimi koncentracijami rapamicina. Kontrolni sevi, ki 
smo jih uporabili na njih, so enaki kot v prilogi B. Žal so se nam te plošče okužile. A kljub 
okužbam se vidi, da med ploščami ni bistvene razlike v rasti kontrolnih sevov. To pomeni, 
da smo še daleč od kritične koncentracije rapamicina za uporabljene seve. 
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